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DESCRIPCIÓN 

Mutantes de proteínas no estructurales del VHC y usos de los mismos 

Campo de la técnica 

La presente revelación se refiere a, en general, construcciones del virus de la hepatitis C (VHC) y a procedimientos 
de uso d e los mismos. Más particu larmente, la invenc ión se refiere a proteínas inm unogénicas e i nmunorreactivas 5 
del VHC  co n dominios mod ificados d e l a NS3 proteasa, de  mod o que se inhibe l a actividad proteolítica de la  
molécula NS3.  Las proteínas modific adas cons ervan lo s epítop os co nformaciones y, p or ta nto, son útiles en  
inmunoensayos para el diagnóstico de la infección por VHC, así como para estimular la respuesta inmunitaria frente 
al VHC.  

Antecedentes de la invención 10 

El virus d e la  hep atitis C ( VHC) es l a causa principal de la hepatitis pare nteral ( NANBH), qu e se transmite,  
principalmente, mediante transfusiones de sangre y e intercambio de fluidos corporales. El virus está presente en el 
0,4-2,0% de la población general de EE.UU. La he patitis crónica se d esarrolla en aproximadamente un 50% d e las 
infecciones y, de éstas, aproximadamente el 20% de los individuos infectados desarrolla cirrosis hepática que, en 
ocasiones, c onduce a  carc inoma he patocelular. En  co nsecuencia, el  estudi o y control de la enfer medad es de 15 
importancia médica.  

Houghton y c ol. Identificar on y cara cterizaron p or prim era vez el VH C, como cassa de NANBH.  Se conoce la 
secuencia genómica viral del VHC, como lo son los procedimientos para obtener la secuencia. Véase, por ejemplo, 
las publicaciones internacionales nº WO 89 /04669 WO 90 /11089 y WO 90/14436. El V HC tiene genoma de A RN 
monocatenario de 9,5 kb de sentido positivo y es miembro de la familia Flaviridae de virus. Sobre la base del análisis 20 
filogenético se han identificado al menos seis genotipos distintos aunque relacionados del VHC (Simmonds y col., J. 
Gen. Virol. (1 993) 74:2391-2399). El viru s codific a un a única po liproteína q ue ti ene más de 3000 resid uos d e 
aminoácidos ( Choo y col., S cience (19 89) 244:359-362; Choo y col., P roc. Natl. Aca d. Sci. USA (1 991) 88:2451-
2455; Han y col., Proc. N atl. Acad. Sci. USA (1991) 88:1711-1715). La poliproteína se procesa al mismo tiempo y 
después de la traducción en proteínas tanto estructurales como no estructurales (NE).  25 

En particular, como se muestra en la Figura 1, en el genoma del VHC se codifican varias proteínas. El orden y la 
nomenclatura de los productos de la escisión de la poliproteína del VHC es el siguiente: NH2-C-E1-E2-P7-NS2-NS3-
NS4a-NS4b-NS5a-NS5b-COOH. La escisión inicial de la poliproteína está catalizada por las proteasas del huésped, 
que liberan tres pos ibles p roteínas estru cturales c ompuestas por la proteína N-te rminal de la nucl eocápside 
(denominada “del núcleo” y dos glic oproteínas de la c ubierta, “E1” (ta mbién co nocida com o E) y “ E2” (tambi én 30 
conocida como E2/NS1), así como proteínas no estructurales (NS) que contienen las enzimas virales. Las regiones 
NS se denominan NS2, NS3, NS4, NS 4a, NS4b, NS5a y NS5b. NS2 es una proteína integral de la membrana que 
posee actividad proteo lítica. NS2, sola o en combinación con NS3, esci nde e l en lace scissile N S2-NS3 que, a s u 
vez, genera el  extremo NS3 N y  libera una poliproteína grande que incluye las actividades serina proteasa y ARN 
helicasa. La proteasa NS3 sirve para procesar el resto de la poliproteína. En concreto, la proteína NS3 del VHC es 35 
una pr oteína d e 630 ami noácidos q ue cont iene tres domi nios func ionales. El  domini o de tipo serin a proteasa se  
localiza en e l extremo amino, mientras q ue la activi dad helicasa y NTPasa están en el extremo carboxi. La serina 
proteasa de NS3 es responsable de la escisión en la unión de NS3/4a, NS4a/b, NS4b/5a y NS5a/b.  

Se ha descrito una serie de polipéptidos generales y específicos útiles como reactivos inmunológicos y diagnósticos 
para el  VHC, derivado d e l a pol iproteína d el VH C. Vé ase, por  ej emplo, Hou ghton y col., pu blicación e uropea nº  40 
318.216 y 388.232; Choo y col., Science (1989) 244:359-362; Kno y col., Science (1989) 244:362-364; Houghton y 
col., Hepatology (1991) 14:381-388;  Chien y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1992) 89:10011-10015; Chien y col., J. 
Gastroent. He patol. (19 93) 8:533-39; Ch ien y c ol., pu blicación inter nacional Nº WO 93/0036 5; Chie n, D.Y., 
publicación internacional Nº WO 94/01778. Estas publicaciones proporcionan una extensa información básica sobre 
el VHC en general, así como sobre la fabricación y usos de los reactivos inmunológicos del polipéptido del VHC.  45 

Procedimientos sens ibles y específicos p ara l a d etección selectiva y l a id entificación de porta dores de VHC y d e 
sangre o pro ductos sanguíneos contam inados por e l VHC proporcionarían un imp ortante avance en  medicina. La 
hepatitis postransfusional (HPT) se produc e en aproximadamente el 10 % de los pacientes transfundidos y el VHC 
ha sido responsable de has ta el 90  % de  estos casos. Los cuidados del pac iente, así como la pr evención y la 
transmisión del VHC por sangr e y  pro ductos sanguíneos o med iante co ntacto person al ínti mo requ ieren 50 
herramientas diagnósticas y pron ósticas. De ac uerdo c on est o, se han d esarrollado vari os e nsayos par a e l 
serodiagnóstico de l a infección por VHC. Véase, por ejemplo, Choo y col., Science (1989) 244:359-362; Kuo y col., 
Science (1989) 244:362-364; Choo y co l., Br. Med. Bull. ( 1990) 46: Vé ase, Ebel ing y col., Lancet ( 1990) 335:982-
983; van d er Poel y col., Lancet (1990) 3 35:558-560; van der Poel y col. , Lancet (199 1) 337:317-319; Chien, D.Y., 
publicación internacional Nº  W O 94/0177 8; Vale nzuela y col., pub licación inter nacional Nº W O 97/44 469; y 55 
Kashiwakuma y col., patente de EE.UU. nº 5.871.904. 

La p atente de EE.UU. nº 6.632.601 d escribe i nmunoensayos us ando epítopos c onformacionales NS3/4a en 
combinación c on a ntígenos de fusi ón d e múltiples e pítopos (MEF A). Los e nsayos proporcionan procedimientos 
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sensibles y fiables para detectar la seroconversión temprana del VHC. NS3/4a, expresada en levaduras y purificada 
en con diciones no desn aturalizantes, tal como se descri be en la  p atente d e EE.U U. nº 6.632.601, conti ene l as 
funciones de proteasa y helicasa. Dado que la NS3/4a purificada de este modo conserva la conformación nativa, se 
ha d escubierto qu e es má s sensib le q ue los a ntígenos c20 0 o c 33c e n la d etección de a nticuerpos de  
seroconversión temprana. En  los ensa yos de anticuerpos con NS3/4a y MEFA 7.1 como antígen os, se detectaro n 5 
anticuerpos de  seroco nversión 2-1 4 días antes qu e l os e nsayos para V HC comerc ializados en la a ctualidad. N o 
obstante, la proteína NS3/4 sufre autohidrólisis y escinde el MEFA 7.1 debido a la actividad de NS3 proteasa.  

Las pu blicaciones inter nacionales nº W O 04/00547 y W O 01/383 60 d escriben pr oteínas del V HC que i ncluyen 
dominios mutados de NS3 proteasa con menor actividad proteolítica. No obstante, sigue existiendo la necesidad de 
herramientas diagnósticas y pron ósticas sensibles y precisas con el fi n de pro porcionar una ad ecuada atención a l 10 
paciente, además de para prevenir la transmisión del VHC mediante sangre y productos hemoderivados o mediante 
contacto personal estrec ho. Los documentos W O 01/ 38360 y W O 200 4/005473 divu lgan p olipéptidos que 
comprenden u n domin io d e proteas a NS3 de VHC, en el  que la  activi dad prote asa d el domi nio está inhi bida, así  
como soportes de inmunoensayo que comprenden los polipéptidos. El documento WO 2004/005473 también divulga 
sustituciones de aminoácidos correspondientes a His-1083, Asp-1105 y/o Ser-1165, incluida la sustitución de Ala por 15 
el aminoácido corres pondiente a  Ser- 1165. El documento W O 0 1/96870 div ulga u n e pítopo co nformacional de  
NS3/4a que difiere de la secuencia nativa en las posiciones de aminoácidos 1428 y 1429 de la secuencia de longitud 
completa d el VHC-1 en qu e la T hr q ue n ormalmente está en  la  p osición 14 28 ha  mutado a Pro y la  Ser  q ue 
normalmente está en la posición 1429 ha mutado a Il e. Este epítopo se usa en inmunoensayos para el diagnóstico 
del VHC.  20 

Sumario de la invención 

La presente invención se basa, en parte, en el descubrimiento de que el uso de los polipéptidos NS3 del VHC con 
dominios proteasa modificados proporciona reactivos mejores los para detectar infección por VHC. Los polipéptidos 
NS3 modificados conservan los epítopos conformacionales y, por ta nto, inmunorreactividad, al tiempo que eliminan 
la activi dad pr oteasa. Da do que l os pol ipéptidos NS 3 es tán modificados para elim inar la activida d proteas a, son  25 
especialmente útiles con otros polipéptidos del VHC que conservan sitios de escisión proteolítica de NS· que, de otro 
modo, se esc indirían proteolíticameente mediante una proteasa NS3 funcional. Por t anto, los p olipéptidos de NS3 
modificados el pueden usarse solos o en combinación con otros reactivos del VHC y, en particular, con antígenos de 
fusión de múltiples epítopos (MEFA) para d etectar de for ma ef icaz y precisa la presencia de infección por VH C. El 
uso de MEF A proporciona las ventajas a ñadidas de dism inución de pr oblemas de enmascaramiento, mejora de la  30 
selectividad y mejora de la sensibilidad para detectar anticuerpos permitiendo un mayor número de epítopos en una 
unidad de área de sustrato. Los ensayos descritos en el presente documento se pueden usar para detectar infección 
por VHC producida por cualquiera de los seis genotipos conocidos del VHC.  

La invención está dirigida a un polipéptido aislado que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº 2, 4 o 
6, en la que el polipéptido comprende un epítopo conformacional de NS3. En realizaciones adicionales, la invención 35 
está dirigida a un sop orte sólido de i nmunoensayo que comprende un p olipéptido que comprende la secuencia de 
aminoácidos de las  SEC ID  2, 4 ó  6, q ue reacciona específicamente con anticuerpos anti-VHC presentes en un a 
muestra biológica de un individuo infectado por VHC.  

En otras realizaciones adicionales, el soporte sólido de inmunoensayo comprende además un antígeno de fusión de 
múltiples epítopos unido al soporte, en el que el antígeno de fusión de múltiples epítopos reacciona específicamente 40 
con anticuerpos anti-VHC presentes en una muestra biológica de un individuo infectado por VHC.  

En ciertas rea lizaciones, el antígen o de fusió n de mú ltiples epíto pos comprende l a secuenci a de  aminoác idos 
representada en la SEC ID Nº 10, o una secuencia de aminoácidos con una identidad de secuencia de al menos el 
80 %, tal c omo al menos 90 % o  al menos una identidad de secuencia del 98 %, y que reacciona específicamente 
con anticuerpos anti-VHC pr esentes en una muestra biológica de u n individuo infectado por VHC. En r ealizaciones 45 
adicionales, el antígeno de fusión de múltiples epítopos consta de la secuencia de aminoácidos representados en la 
SEC ID Nº 10. 

En realizaciones adicionales, la invención está dirigida a un procedimiento de detección de la infección del VHC en 
una muestra biológica. El procedimiento comprende:  

(a) proporcionar un soporte sólido de inmunoensayo como se ha descrito anteriormente; 50 
(b) combinar una muestra biológica con el soporte sól ido en condiciones que permitan  que los anticuerpos 
anti-VHC, cuando están presentes en la muestra biológica, se unan al polipéptido y/o el antígeno de fusión de 
múltiples epítopos para formar un primer complejo inmunitario; 
(c) añadir al soporte sólido de la etapa (b) en condiciones formadoras de complejo un anticuerpo marcado de 
forma que se pueda detectar, en el que el anticuerpo marcado reacciona con el complejo inmunitario; y 55 
(d) detectar un segundo complejo inmunitario formado ent re el  anticuerpo marcado de forma que se pueda 
detectar y el primer com plejo inmu nitario, si e xiste, com o ind icación de infecci ón p or VHC en l a muestra  
biológica.  
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En otras re alizaciones a dicionales más, l a inv ención e stá dirig ida a un kit d e pru eba inmunodiagnóstica q ue 
comprende un soporte sólido de inmunoensayo tal como se ha descrito anteriormente, e instrucciones para realizar 
la prueba inmunodiagnóstica.  

En otras real izaciones adicionales más, la i nvención está dirigida a un polinucleótido que comprende una secuencia 
codificadora p ara un o cual quiera de los polipéptidos a nteriores y u n vector recombin ante q ue c omprende e l 5 
polinucleótido y e lementos c ontrol u nidos de forma o perable al p olinucleótido, a trav és de l o cua l la secu encia 
codificadora se pue de transcribir y traducir en un a célu la huésped. En realizaciones adicionales, la i nvención está 
dirigida a un a célul a hu ésped transforma da con e l vec tor recombi nante. En realiz aciones a dicionales más, la  
invención está dirigida a un procedimiento para producir un polipéptido recombinante, que comprende:  

(a) proporcionar una población de células huésped descrita anteriormente; y 10 
(b) cultivar l a población de células en condiciones mediante las cua les se expresa el polipéptido codificado 
por la secuencia codificadora presente en el vector recombinante.  

En realizaciones adicionales más, la i nvención está dir igida a un procedimiento para producir un soporte sólido de 
inmunoensayo, que comprende:  

(a) proporcionar un soporte sólido; y 15 
(b) unir al soporte sólido al menos un polipéptido tal como se ha descrito anteriormente.  

En ciertas  rea lizaciones, el p rocedimiento c omprende ad emás un ir a l so porte só lido e n un a p osición peq ueña un 
antígeno de fusión de múltiples epítopos.  

Estos y otros aspectos d e la  presente invención se po ndrán de ma nifiesto media nte r eferencia a l as sigui entes 
Figuras y Descripción deta llada. Además, en el pres ente documento se exponen varias referencias que descr iben 20 
con más detalle procedimientos o composiciones.  

Breve descripción de las figuras 

La F igura 1 es una representación en d iagrama del genoma de l VHC, que representa las  diversas regiones de la 
poliproteína de la cual derivan los presentes reactivos del ensayo (proteínas y anticuerpos).  

La Figura 2 es un dibujo esquemático de un inmunoensayo representativo que usa polipéptidos modificados de NS3 25 
de acuerdo con la invención, en el que los antígenos del VHC están inmovilizados sobre un soporte sólido.  

La Figura 3 (SEC ID Nº 7 y 8) representan el ADN y la correspondiente secuencia de aminoácidos de un dominio de 
proteasa NS3 nativo, sin modificar, representativo.  

Las Figuras 4A-4C son representaciones en diagrama de proteínas NS3 mutantes de acuerdo con la invención. En 
las Figuras 4A-4C, la S er normalmente presente en la posición 1165 está sustituida por Ala. Adicionalmente, todos 30 
los mutantes representados en las Figuras 4A-4C incluyen una sustitución de Pro por Thr normalmente presente en 
la posición 1428 e Ile por l a Ser normalmente presente en la posición 1429. En la F igura 4A, la proteín a incluye en 
dirección N-ter minal a  C-ter minal, un a M et en N-terminal, los  ami noácidos 1027-1657 d e N S3 y los ami noácidos 
1658-1711 de NS4a y, por tanto, incluye los dominios NS3 y NS4a de longitud completa de la poliproteína del VHC. 
En la F igura 4B, la proteína i ncluye en dirección N-terminal a C-termi nal, una Met en N-terminal y los aminoácidos 35 
1027-1657 de NS3 y, por ta nto, incluye los dominios NS3 de longitud completa de la p oliproteína del VHC. En la  
Figura 4C, la proteína incluye en dirección N-terminal a C-terminal, una Met en N-terminal y los aminoácidos 1678-
1690 de de NS4a, seguida de la secuencia de aminoácidos Ser-Gly-Ser, después los aminoácidos 1029 a 1657 de 
NS3.  

Las F iguras 5 A-5C (SEC ID Nº 1 y  2) re presentan la s ecuencia d e n ucleótidos y la  secuenc ia de  aminoác idos 40 
correspondiente de la proteína de la Figura 4A, denominada "NS34aPI.1165."  

Las F iguras 6 A-6C (SEC ID Nº 3 y  4) re presentan la s ecuencia d e n ucleótidos y la  secuenc ia de  aminoác idos 
correspondiente de la proteína de la Figura 4B, denominada "NS3PI.1165."  

Las F iguras 7 A-7C (SEC ID Nº 5 y  6) re presentan la s ecuencia d e n ucleótidos y la  secuenc ia de  aminoác idos 
correspondiente de la proteína de la Figura 4C, denominada "d.4a.t.NS3PI.1165."  45 

La Figura 8 es una representación en diagrama del MEFA 7.1.  

Las Figuras 9A-9F (SEC ID Nº 9 y 10) representan el ADN y la correspondiente secuencia de aminoácidos del MEFA 
7,1.  

La Figura 10 es un diagrama a fotografía de la construcción de pd.HCV1a.ns3ns4aPI.  

Las Figuras 11A-11C muestran MEFA representativos para usar con l os inmunoensayos objeto. La F igura 11A es 50 
una repr esentación e n diagrama de MEF A 3. L a F igura 11B es una re presentación en d iagrama de  MEF A 5. La 
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Figura 11C es una representación en diagrama de MEFA 6. 

La Figura 12 es un dibujo esquemático de un formato de inmunoensayo representativo que usa polipéptidos de NS3 
modificados con un soporte sólido revestido con estreptavidina.  

La Figura 13 es una representación de un gel de SDS-PAGE teñido con azul de Coomassie, que demuestra que las 
proteínas mut antes NS· no  sufren autoh idrólisis y no escinden el MEFA 7.1. C arril 1: NS34 aPI; Carril 2:  5 
NS34aPI.1165; carril 3: NS3P I.1165; carril 4:  NS34aPI +  MEFA 7.1, t= 0; Carril 5: NS3 4aPI + MEFA 7.1, t= 40 min; 
Carril 6: NS34aPI + MEFA 7.1, t=2 h; Carril 7: NS34aPI. 1165 + MEFA 7.1, t=0; Carril 8: NS34aPI.1165 + MEFA 7.1, 
t=40 min; Carril 9: NS34aPI. 116 5 +  ME FA 7.1, t= 2 h ; Carril  1 0: N S34aPI.1165 + MEF A 7.1, t=0; Carril 11: 
NS3PI.1165 + MEFA 7.1, t=40 min; Carril 12: NS3PI.1165 + MEFA 7.1, t=2 h; Carril 13: MEFA 7.1.  

La Figura 14 es una representación de una transferencia Western usando anti-SOD como anticuerpo primario contra 10 
MEFA 7.1 y H RP anti-rató n como antic uerpo secu ndario, lo que d emuestra que l as prot eínas mut antes NS3 n o 
sufren autohidrólisis y no escinden e l MEFA 7.1. C arril 1:  NS34aPI; Carr il 2: NS34aPI.1165; carri l 3: NS3PI.1165; 
carril 4: NS 34aPI + MEFA 7.1, t=0; Carril 5: NS34 aPI + MEFA 7.1, t= 40 min; Carri l 6: NS34aPI + MEFA 7.1, t= 2 h; 
Carril 7: NS34aPI.1165 + MEFA 7.1, t= 0; Carril 8: NS34aPI  116 5+ MEFA 7.1, t=40 min; Carri l 9: NS34aPI.1165 + 
MEFA 7.1, t= 2 h; Carril 1 0: NS3PI. 1165 +  MEFA 7.1, t= 0; Carril 11: NS 3PI.1165 + MEFA 7.1, t=40 min; Carril 12: 15 
NS3PL 1165 + MEFA 7.1, t=2 h; Carril 13: MEFA 7.1.  

Descripción detallada de la invención 

La práctica de la presente invención empleará, a menos que se indique lo contrario, procedimientos convencionales 
de química, bioquímica, técnicas de ADN recombinante e inmunología, dentro de la experiencia en la técnica. Dichas 
técnicas se explican por completo en la l iteratura. Véase, por ej emplo, Fundamental Virology, 2ª Edición, vol. I y II 20 
(B.N. Fields y D.M. Knipe, eds.); Handbook of Experimental Immunology, Vols. I-IV (D.M. Weir y C.C. Blackwell eds., 
Blackwell Scie ntific Pu blications); T .E. Creighton, Pr oteins: Structures a nd M olecular Properties (W .H. F reeman y 
Company, 1993); A.L. Lehnin ger, Biochemistry (Worth Publishers, Inc., edición act ual); Sambrook, y col., Molecular 
Cloning: A Laboratory Manual (2ª Edición, 1989); Methods In Enzymology (S. Colowick y N. Kap lan eds., Academic 
Press, Inc.).  25 

También cab e indic ar que, c omo se usa en la pres ente memoria descriptiva y las re ivindicaciones adjuntas, las 
formas e n si ngular “u no”, “u na” y “ el/la" c omprenden las refere ncias e n p lural a  me nos que e l co ntexto i ndique 
claramente lo  contrari o. Por tanto, por e jemplo, la refere ncia a  “un  a ntígeno” i ncluye un a m ezcla d e d os o m ás 
antígenos y similares.  

A lo largo del texto se usan las siguientes abreviaturas de aminoácidos:  30 

Alanita: Ala (A)   Arginina: Arg (R) 

 Asparagina: Asn (N)   Ácido aspártico: Asp (D) 

 Cisteína: Cys (C)   Glutamina: Gln (Q) 

 Ácido glutámico: Glu (E)   Glicina: Gly (G) 

 Histidina: His (H)   Isoleucina: Ile (I) 

 Leucina: Leu (L)   Lisina: Lys (K) 

 Metionina: Met (M)   Fenilalanina: Phe (F) 

 Prolina: Pro (P)   Serina: Ser (S) 

 Treonina:  Thr (T)   Triptófano: Trp (W) 

 Tirosina: Tyr (Y)   Valina: Val (V) 

 

I. Definiciones 

Al descr ibir la  presente invención se emplearán los t érminos siguientes y se pretende definirlos como se indica a 
continuación.  

Los términos “polipéptido” y “proteína” se refieren a un polímero de residuos de aminoácido y no están limitados a 35 
una longitud mínima del producto. Por tanto, péptidos, oligopéptidos, dímeros, multímeros y similares están incluidos 
dentro de la definición. Tanto las proteínas de longitud completa como fragmentos de las mimas están dentro de l a 
definición. Los términos también incluyen las modificaciones postexpresión del polipéptido, por ejemplo glicosilación, 
acetilación, fosforilación y sim ilares. De forma adicional, para los fi nes de la pr esente invención un “polipéptido” se 
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refiere a una proteína que incluye “modificaciones, tales c omo deleciones, adiciones y sustituciones (en general de 
naturaleza conservadora), en l a secuencia nativa, s iempre q ue la  prot eína m antenga l a activ idad deseada. Esta s 
modificaciones pued en s er d eliberadas, co mo las rea lizadas med iante mutagé nesis dirigida a l sitio,  o pue de ser  
accidental, ta l como mutaciones de huéspedes que producen las proteínas o errores debido a la amplificación por 
PCR.  5 

Un polipéptido del VHC es u n polipéptido, como se h a definido anteriormente, derivado de la poliproteína del VHC. 
El polipéptido no tien e que derivar físicamente del VH C, pero pu ede producirse de for ma sintética o recombinante. 
Además, el polipéptido puede derivar de cualquier de las diversas cepas y aislamientos del VHC, tales como, entre 
otros, cual quiera de l os a islamientos de l as cepas 1, 2, 3, 4, 5 o 6 del VHC. Se co nocen num erosas regi ones 
conservadas y variables entre estas cepas y, en general, las secuencias de aminoácidos de los epítopos derivados 10 
de estas regiones tendrán un grado alto de homología de secuencia, por ejemplo una homología de secuencia de 
aminoácidos superior al 3 0 %, prefer entemente superior al 40 %, cua ndo las d os secuencias están alineadas. Por 
tanto, por ejemplo, el término polipéptido "NS3/4a" se refiere a NS3/4a nativa de cualquiera de las diversas cepas 
del VHC, así como an álogos, muteínas y fragmentos inmunogénicos de "NS3/4ª, tal como se define adicionalmente 
más adelante. Los genotipos completos de muchas de estas cepas se c onocen. Véanse, por e jemplo, las p atentes 15 
de EE.UU. Nº 6.150.087 y los números de registro en GenBank AJ238800 y AJ238799.  

Con un  p olipéptido “der ivado d e” u na po liproteína d el VHC se  q uiere decir un p olipéptido q ue co mprende una 
secuencia de una o más regiones o porciones de regiones de la poliproteína del VHC de referencia. Normalmente, el 
polipéptido está compu esto por regiones o porciones de regiones que incluyen epítopos y, en ge neral, tienen u na 
secuencia de aminoácidos s ustancialmente homó loga a la de l p olipéptido d e refer encia, como s e define má s 20 
adelante. Por tanto, la expresión “derivado de” se usa para identificar la fuente original de una molécula, pero no se 
pretende lim itar el  proc edimiento m ediante el  cua l s e produce la  mo lécula qu e puede ser, p or ejemplo, m ediante 
síntesis química o medios recombinantes.  

Los términos “análogo” y “muteína” hace referencia a derivados biológicamente activos de la molécula de referencia, 
o fragmentos de dichos derivados, que conservan la actividad deseada, tal como inmunorreactividad en los ensayos 25 
que se descr iben en el pr esente documento. En gen eral, el término “análogo” hace re ferencia a com puestos que 
tienen un a se cuencia y estructura de p olipéptidos n ativa con un a o más adici ones, sustituciones  (en gen eral d e 
naturaleza c onservadora o, e n el cas o d e NS3 mo dificada, de n aturaleza no c onservadora en el sit io prot eolítico 
activo) y/o deleciones de am inoácidos, respecto a la mol écula nativa, siempre que las modificaciones no destru yan 
la actividad inmunogénica. El término “muteína” se refiere a polipéptidos que tienen una o más moléculas similares a 30 
aminoácidos, que incluyen, entre otros, co mpuestos que comprenden sólo moléculas amino y/o imino, polipéptidos 
que co ntienen uno o más a nálogos d e un  amino ácido (i ncluidos, por ejemplo, ami noácidos no n aturales etc.), 
polipéptidos con enlaces sustituidos, así como otras modif icaciones conocidas en la técnica, moléc ulas naturales y 
no naturales (p. ej., sintéticas), en forma de ciclos, ramificadas y similares. El término también incluye moléculas que 
comprenden uno o más r esiduos de glicina N-sustituidos (un “peptoide”) y otros aminoácidos o péptidos sintéticos. 35 
(Véanse, por ejemplo, las patentes d e EE .UU. Nº 5.831. 005; 5. 877.278; y 5.9 77.301; Ngu yen y co l., Chem Biol. 
(2000) 7:463-473; y Simon y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1992) 89:9367-9371 para descripciones de peptoides). 
Preferentemente, el aná logo o muteína tie ne al me nos l a misma inm unoactividad qu e la mol écula nativa. En l a 
técnica se c onocen pr ocedimientos p ara fabricar análogos y m uteínas d e pol ipéptidos, y s e descri ben 
adicionalmente más adelante.  40 

Como se ha explicado anteriormente, los análogos incluyen, en general, sustituciones de natur aleza conservadora, 
es dec ir sustit uciones que ti enen l ugar en  una  famil ia de ami noácidos que  está n rel acionados p or sus ca denas 
laterales. Esp ecíficamente, en g eneral, l os amino ácidos se  divi den e n cuatro fam ilias: (1) áci dos – asp artato y 
glutamato; (2) básicos – l isina, argi nina, h istidina; (3) no  polar es -- ala nina, valin a, leuci na, isoleucina, pro lina, 
fenilalanina, metionina, triptófano; y (4) polares sin carga – glicina, asparagina, glutamina, cisteína, serina, treonina,  45 
tirosina. En ocasiones, los aminoácidos fenilalanina, triptófano y tirosina se clasifican como aminoácidos aromáticos. 
Por ejem plo, es razon ablemente pre decible que u na su stitución a islada de le ucina con isol eucina o valina, u n 
aspartato con un glutamato, una tre onina con una serina o una sustitución conservadora similar de un aminoácido 
con un aminoácido estructuralmente relacionado, no  tendrá un efecto  importante sobre la  activid ad bi ológica. Por 
ejemplo, el p olipéptido de  interés  puede incluir hasta  apr oximadamente 5-10 su stituciones d e amin oácidos 50 
conservadoras o n o co nservadoras, o incluso hasta aproximadamente 15- 25 s ustituciones de aminoácidos 
conservadoras o no c onservadoras, o cu alquier núm ero entero entre 5 -25 siempre q ue la función dese ada de la  
molécula permanezca intacta. Un e xperto en la t écnica puede determinar con fac ilidad regiones de la molécula de 
interés que pueden tolerar cambios con referencia a los gráficos de Hopp/Woods y Kyte-Doolittle, bien conocidos en 
la técnica. 55 

Por “NS3 mod ificada” se qui ere dec ir un p olipéptido NS 3 con una mo dificación tal qu e la activi dad proteasa de l 
polipéptido NS3 está alterada. Por tanto, los poli péptidos de NS3 modificados exhiben menos actividad proteasa en 
comparación con el p olipéptido de NS 3 parental sin modificar. La mod ificación puede incluir una o más adic iones, 
sustituciones (en general, d e natur aleza no cons ervadora) y/o d eleciones de  ami noácidos r especto a l a mo lécula 
nativa, en la que la susceptibilidad a  l a escisión proteolítica de NS3 se reduce o  el imina. Más  adelante se  tratan  60 
procedimientos para medir la actividad proteasa.   
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Por “fragme nto” se q uiere d ecir u n po lipéptido que con siste en s ólo una parte de l a secu encia p olipeptídica d e 
longitud completa y de la estructura intactas. El fragmento puede incluir una deleción en C-terminal y/o una deleción 
en N-termin al del p olipéptido nativo. Un “fragme nto inmu nogénico” de una pr oteína c oncreta d el V HC incl uirá, e n 
general, al menos aproximadamente 5-10 residuos de aminoácidos contiguos de la molécula de longitud completa, 
preferentemente al men os aproximadamente 15-25 residuos de ami noácidos contiguos de la moléc ula de lo ngitud 5 
completa y, más preferentemente, al m enos aproximadamente 20-50 o más residuos de aminoácidos contiguos de 
la moléc ula de lon gitud co mpleta, qu e d efinen un epít opo, o cua lquier número e ntero entre 5 a minoácidos y l a 
secuencia de longitud completa, siempre que el fragmento en cuestión conserve inmunorreactividad en los ensayos 
descritos en el  presente d ocumento. Por ej emplo, los frag mentos inmunogénicos preferidos, incluyen, entre otros, 
fragmentos del núcleo del VHC que comprenden, por ejemplo, los aminoácidos 10-45, 10-53, 67-88 y 120-130 de la 10 
poliproteína, el epítopo 5-1-1 (en la región NS4a/NS4b del genoma viral), así como epítopos definidos derivados de 
cualquiera de las regiones de la poliproteína mostrada en la Figura 1, ta l como, entre otros, E1, E2, N S3 (p. e j., un 
polipéptido c33c de la región NS3), NS4 (p. ej., el polipéptido c100 de las regiones NS3/NS4), las regiones NS3/4a y 
NS5 de la poliproteína del VHC, así como cualquiera de los demás epítopos identificados de la poliproteína del VHC. 
Véase, por ejemplo, C hien y col., Proc. Natl . Acad. Sci.  U SA (19 92) 89:10011-10015; Chien y c ol., J . Gastroent.  15 
Hepatol. (1993) 8:S33-39; Chie n y co l., publicación i nternacional n º W O 93/00 365; C hien, D. Y., publ icación 
internacional nº WO 94/01778; patentes de EE.UU. nº 6.150.087 y 6.121.020. 

El términ o “e pítopo”, como s e usa  en el presente documento, se refiere a un a secuencia de al menos 3 a 5, 
preferentemente de aproximadamente 5 a 10 o 1 5, y no más de aproximadamente 1.000 aminoácidos (o cua lquier 
número entero  entre ellos), que d efinen u na secu encia que,  por sí misma o como p arte de un a secue ncia má s 20 
grande, se une a un anticu erpo generado como respuesta a dicha secuencia. No hay un límite superior crítico de la 
longitud del fragmento, que puede comprender casi toda la longitud de la secuencia proteica, o incluso una proteína 
de fusi ón q ue comprende dos o más e pítopos d e la poliproteína del V HC. Un e pítopo par a usar en la i nvención 
objeto no está limitado a un polipéptido que tenga la  secuencia exacta de la porc ión de la proteín a parental de la 
cual d eriva. D e hech o, los genom as viral es están en un  estado de fluj o constante y contienen vari os domin ios 25 
variables q ue exhiben gr ados rel ativamente a ltos de va riabilidad e ntre l os aislamientos. Por  tant o, el  térmi no 
“epítopo” abarca secuencias idénticas a la secuencia nativa, así como modificaciones de l a secuencia nativa ta les 
como deleciones, adiciones y sustituciones internas adicionales (normalmente de naturaleza conservadora).  

Las re giones de u n po lipéptido d ado que i ncluyen u n epítopo se pueden id entificar usando cua lquier númer o de 
técnicas de m apeo d e epíto pos b ien c onocidas en l a té cnica. Vé ase, por e jemplo, E pitope Map ping Protoco ls in  30 
Methods in Molecular Biology, Vol. 66 (Glenn  

E. Morris, Ed., 199 6) Hum ana Press, T otowa, New J ersey. P or ej emplo, se pu eden determinar e pítopos l ineales 
mediante, por ejemplo, síntesis concurrente de números elevados de péptidos sobre soportes sólidos, en los que los 
péptidos c orresponden a  por ciones d e l a molécula prote ica y haciendo reacci onar l os pé ptidos co n a nticuerpos 
mientras los péptidos siguen unidos a los soportes. Dichas técnicas se conocen en la técnica y se describen en, por 35 
ejemplo, la patente de EE.UU. nº 4.08.871; Geysen y col. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:3998-4002; Geysen y 
col. (19 85) Pr oc. Natl. Acad . Sci. USA 82 :178-182; Ge ysen y co l. (19 86) Mol ec. Immunol. 23:7 09-715, q ue s e 
incorporan e n el pr esente d ocumento por  r eferencia en s u totali dad. Us ando d ichas té cnicas, se  h an ide ntificado 
diversos epítopos del VHC. Véase, por ejemplo, Chien y col., Viral Hepatitis and Liver Disease (1994) pág. 320, -324 
y m ás a delante. De f orma similar, los epítopos co nformacionales se  ide ntifican co n facil idad determinando l a 40 
conformación espacial de los aminoácidos, tal como, por ej emplo, mediante cristalografía de ra yos X y resonancia 
magnética n uclear b idimensional. Véas e, por ej emplo, Epitop e Map ping Prot ocols, anteri ormente. Las regi ones 
antigénicas d e proteínas t ambién se  p ueden id entificar usan do gráficos d e antig eneicidad e hidro patía 
convencionales, tales como  los ca lculados usan do, p or ejemplo, el p rograma de  s oftware Omig a versió n 1.0  
disponible en Oxford Molecular Group. Este  programa informático emplea el procedimiento de Hopp/Woods Hopp y 45 
col., Proc. Natl . Acad. Sci US A (1981) 78:3824-3828 para determinar los perfiles de antigeneicidad, y la técnica de 
Kyte-Doolittle, Kyte y col., J. Mol. Biol. (1982) 157:105-132 para gráficos de hidropatía.  

Como s e us a en e l pr esente docum ento, la e xpresión " epítopo c onformacional" se r efiere a u na p orción d e u na 
proteína de longitud completa o un análogo o muteína de la misma, que tiene características estructurales nativas de 
la secuencia de aminoácidos que codifica el epítopo en la proteína natural de longitud completa. Las características 50 
estructurales nativas incluyen, entre otras, glicosilación y estructura tridimensional. La longitud de la secuencia que 
define el epítopo puede estar sujeta a amplias variaciones, ya que se cree que estos epítopos están formados por la 
forma tridimensional de l antígeno (p. ej., pl egamiento). Por tanto, los a minoácidos que definen e l epítopo `pueden 
ser relativamente pocos en número pero ampliamente dispersados a lo largo de la  longitud de la molécula, llegando 
a la correcta conformación del epítopo a través del plegamiento. Las porciones del antígeno entre los residuos que 55 
definen el epítopo pueden no ser cruciales para la estructura conformacional del epítopo. Por ejemplo, la deleción o 
sustitución de  estas secu encias i ntermedias pueden no afectar al epítopo c onformacional si empre que las 
secuencias cruciales para la conformación del epítopo se mantengan (p. ej.  las c isternas implicadas en los puentes 
disulfuro, los sitios de glicosilación etc.).  

Los e pítopos conformacionales prese ntes en la r egión NS3/4a, se i dentifican fácilm ente us ando p rocedimientos 60 
tratados anteriormente. Además, la pr esencia o ausencia de un epítopo conformacional en un polipéptido dado se 
puede d eterminar co n facili dad me diante d etección sel ectiva del antígeno d e inter és con u n antic uerpo (su ero 
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policlonal o m onoclonal fre nte al e pítopo c onformacional) y com parando su re actividad co n la de una v ersión 
desnaturalizada del antígeno que sólo conserva epítopos lineales (en su caso). En dicha detección selectiva usando 
anticuerpos policlonales, puede ser ventajoso absorber el suero policlonal primero con el antígeno desnaturalizado y 
ver si conserva anticuerpos frente al antígeno de interés.  

Preferentemente, un epítopo conformacional se produce de forma recombinante y se expresa en una célula a partir 5 
de la cual se puede extraer en condiciones que conserven sus car acterísticas estructurales deseadas, por ejemplo 
sin desnaturalización del epítopo. Dichas células incluyen células de bac terias, levaduras, insectos y de mamífero. 
La expresión y el aislamiento de epítopos conformacionales recombinantes de la proteína del VHC se describen en, 
por ejemplo, las publicaciones internacionales nº WO 96/04301, WO 94/01778, WO 95/33053, WO 92/08734. Como 
alternativa, es posi ble expresar los antíge nos y renaturalizar después la proteína tras l a recuperación. También se 10 
entiende q ue la  síntesis  q uímica puede tambi én pro porcionar mim ítopos a ntigénicos c onformacionales q ue 
reaccionan de forma cruzada con el epítopo conformacional del antígeno “nativo”.  

La expresión “antígeno de fusión de múltiples epítopos” o “MEFA”, como se usa en el presente documento quiere 
decir un polipéptido en el que múltiples antígenos virales están dispuestos como una cadena sencilla y continua de 
aminoácidos, cadena que no se produce en la naturaleza. Como se usa en el presente documento, los MEFA están 15 
limitados a a ntígenos d el VH C. Los antíge nos del VH C p ueden estar c onectados d irectamente e ntre sí mediante  
enlaces peptídicos o pueden estar separados por secuencias de aminoácidos intermedios. Los antígenos de fusión 
pueden tamb ién c ontener s ecuencias e xógenas a l a poliproteína d el VHC. A demás, las s ecuencias del VH C 
presentes pu eden pr oceder de múlti ples g enotipos y/o ai slamientos de l VHC. Ejempl os de MEF A concretos p ara 
usar en los presentes inmunoensayos se detallan en, por ejemplo, la publicación internacional nº WO 97/44469; las 20 
patentes de EE.UU. nº 6.514.731, 6.428.792 y 6.632.601.  

Un "a nticuerpo” quier e dec ir una mo lécula que s e un e e specíficamente a un e pítopo de inter és pr esente en u n 
antígeno. Por  “se u ne específicamente” s e qu iere d ecir que el anticuerpo r econoce e  inter acciona c on el epítopo 
mediante una interacción de tipo "llave y cerradura" para formar un complejo entre el antígeno y el anticuerpo, frente 
a la unión inespecífica que se podría producir entre el anticuerpo y, por ejemplo, el sustrato de prueba. Por tanto, por 25 
ejemplo, un anticuerpo del núcleo del VHC es una molécula que se une específicamente a la proteína del núcleo del 
VHC. El térmi no “a nticuerpo”, como se u sa en el presente d ocumento, inclu ye l os anticu erpos obtenidos d e 
preparaciones tanto policlonales como monoclonales, así como de los siguientes: moléculas de anticuerpos híbridos 
(quiméricos (véase, por ejemplo, Winter y col. (1991) Nature 349:293-299; y la patente de EE.UU. nº 4.816.567); los 
fragmentos F(ab’)2 y F(ab); las molécu las Fv (heterodímeros no covalentes, véase, por ejemplo, Inbar y col. (1972) 30 
Proc Natl Aca d Sci USA 69:265 9-2662; y Ehrlich y c ol. (198 0) Bioch em 19:409 1-4096); molécu las F v de cadena  
sencilla (sFv) (véase, por e jemplo, Huston y col. (1988) Pr oc Natl Acad Sci USA 85:58 79-5883); construcciones de 
fragmentos de  anticuerpos d iméricos y triméricos; minicuerpos (vé ase, por ej emplo, P ack y c ol. (19 92) Bioc hem 
31:1579-1584; Cumber y col. (1992) J Immunology 149B:120-126); moléculas de anticuerpos humanizados (véase, 
por ejemplo, Riechmann y col. (1988) Nature 332:323-327; Verhoeyan y col. 1988; 239; 1534; -1536; y  35 

Publicación d e patente U.K. nº  GB 2.276.1 69, pub licada el 21 d e septi embre d e 199 4); y, cualq uier fragmento 
funcional obtenido de d ichas molécu las, en el q ue dichos fragme ntos conserva n l as prop iedades de uni ón 
inmunológicas de la molécula del anticuerpo parental.  

Como se us a en el pr esente documento, “anticuerpo monoclonal” se re fiere a un a composición de anticuerpo que 
tiene un a población h omogénea de  a nticuerpos. E l térm ino no está limitado por  las  esp ecies o la fue nte d el 40 
anticuerpo, ni tampoco se pretende que esté limitado por el modo en el que se fabrica. Por tanto, e l término abarca 
anticuerpos obtenidos de h ibridomas murinos, así como  de anticuerpos monoc lonales humanos obtenidos usando 
hibridomas hu manos en l ugar de mur inos. Véase, por ejemplo, C ote y co l. Monoc lonal Antib odies and C ancer 
Therapy, Alan R. Liss, 1985, pág. 77. 

Por “aislado” se quiere decir, al hacer referencia a un polipéptido, que la molécula indicada es distinta y pequeña del 45 
organismo entero con el cual la mo lécula se encuentra en la naturaleza o está presente en ausencia sustancial de 
otras macr omoléculas bi ológicas del mis mo tip o. El té rmino “ aislado” con r especto a un po linucleótido es u na 
molécula de  á cido nucleico desprovista, to do o e n parte, de  secu encias asoci adas n ormalmente c on el la en  l a 
naturaleza; o una secuencia, como existe en la naturaleza, pero que tiene secuencias heterólogas asociadas en ella; 
o una molécula disociada del cromosoma.  50 

Por “determinante antigénico equivalente” se quiere decir un determinante antigénico de diferentes subespecies o 
cepas de VHC, tal como las cepas 1, 2 o 3 del VHC. Más específicamente, se con ocen epítopos, como el “ 5-1-1”, 
que se pr oducen aproximadamente en l as posiciones 1694-1735, numeradas respecto a la secu encia poliproteína 
del VHC-1 (véase la Figura 1) y dichos epítopos varían entre las c epas 1, 2 y 3. Por t anto, el epítopo 5-1-1 de las 
tres cepas dif erentes son determinantes antigénicos equivalentes y, por tanto, son “c opias” aunque sus secuencias 55 
no sean idénticas. En general, las secuencias de aminoácidos de determinantes antigénicos equivalentes tendrán un 
grado alto de homología de secuencia, por ejemplo una homología de secuencia de aminoácidos superior al 30 %, 
preferentemente superior al 40 %, cuando las dos secuencias están alineadas.  
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“Homología” se refiere al p orcentaje de similitu d entre dos r estos polinucleotídicos o d os polipeptídicos. Dos 
secuencias de ADN, o d os secue ncias polipeptídicas, son “susta ncialmente homólogas” entre sí  cuan do l as 
secuencias e xhiben al men os apr oximadamente 50 %, preferentemente a l me nos a proximadamente 75  %, m ás 
preferentemente al men os ap roximadamente 80-8 5 %, preferentemente al menos a proximadamente 90 % y má s 
preferentemente al menos aproximadamente 95 %-98 % de similitud de secuencia sobre una longitud definida de las 5 
moléculas. Como se usa en el prese nte documento, sustancialmente homólogo también se refiere a moléculas que 
muestran identidad completa con  el ADN o la secuencia polipeptídica especificados.  

En general, “identidad” se refiere a una correspondencia exacta de nucleótido-nucleótido o aminoácido-aminoácido 
de d os sec uencias de polinucleótidos o polipéptidos, re spectivamente. El p orcentaje de identidad se puede 
determinar mediante una comparación directa de la información de la secuencia entre dos m oléculas (la sec uencia 10 
de referencia y una secuencia con % de identidad desconocido con respecto a la secuencia de referencia) alineando 
las secuencias, contando el número exacto de apareamientos entre las dos secuencias alineadas, dividiendo por la 
longitud de la secuencia de referencia y multiplicando el resultado por 100. 

Se pu eden usar pro gramas informátic os disponibles fá cilmente p ara a yudar a l a nálisis de  la  h omología y la 
identidad, tal como ALIGN, Dayhoff, M.O. en Atlas of Protein Sequence and Structure M.O. Dayhoff ed., 5 Supp l. 15 
3:353-358, National biomedical Research Foundation, Washington, DC, que adapta el alg oritmo de h omología local 
de Smith y W aterman A dvances in A ppl. Math. 2:482- 489,1981, 1 981 para e l an álisis peptíd ico. Program as par a 
determinar la homología de la secuencia nucleotídica están disponibles en el paquete Wisconsin Sequence Analysis 
Package, Vers ión 8 (disponible en Genetics  Computer Group, Madison, WI) por ejemp lo los pr ogramas BESTFIT, 
FASTA y GAP, que también dependen del algoritmo de Smith y Waterman. Estos programas se usan fácilmente con 20 
los p arámetros pred eterminados rec omendados por  el  fa bricante y descritos en  el  p aquete W isconsin Se quence 
Analysis Pack age al  q ue se  ha  h echo ref erencia anteriormente. Por  e jemplo, el  porcentaje de hom ología de un a 
secuencia n ucleotídica concr eta con un a secue ncia d e referenc ia se p uede determi nar usan do el algoritmo de  
homología de Smith y Waterman con una tabla de puntuaciones predeterminadas y u na penalización por hu eco de 
seis posiciones de nucleótidos.  25 

Otro procedimientos de estab lecer un porcentaje de homología en el contexto de la  presente invención es usar el 
paquete MPS RCH de pr ogramas de cu yos derec hos es  propi etaria l a Universit y of Edin burgh, de sarrollados por  
John F. Co llins y S hane S. Sturrok, y distribuidos por Int elliGenetics, In c. (Mountain V iew, CA) D e e ste grup o d e 
paquetes se p uede emp lear el al goritmo de Smith-W aterman en el qu e se usan l os p arámetros pr edeterminados 
para la tabla de puntuación (por ejemplo, penalización por hueco abierto de 12, penalización por extensión de hueco 30 
de uno y un h ueco de seis). De los datos g enerados, el  valor “Correspondencia” refleja “homología de secuencia”. 
Otros programas adecuados para calcular el porcentaje de identidad o similitud entre secuencias generalmente se 
conocen en la técnic a, p or ejem plo otro  progr ama de alineación es  el B LAST, que se  usa  co n par ámetros 
predeterminados. Por eje mplo, BLAST N y BLAST P pueden u sarse usa ndo los sigui entes parám etros 
predeterminados: Códi go g enético= es tándar; filtro=  ning uno; he bra= a mbas; corte=  60; previsto=  10; Matriz= 35 
BLOSUM62; Descripciones =  50 secu encias; clasific adas por =  PU NTUACIÓN ALT A; bases de datos =  n o 
redundantes, GenBank + EMBL + DDBJ + PDB + GenBank CDS translations + Swiss protein + Spupdate + PIR. Los 
detalles de estos programas están disponibles fácilmente.  

Como alt ernativa, la homo logía se pued e d eterminar medi ante hi bridación de po linucleótidos e n con diciones qu e 
forman dúplex estables entre regiones homólogas, seguido de digestión con nucleasa(s) específicas de una cadena 40 
y determinación del tama ño d e l os fra gmentos digeridos. L as s ecuencias d e A DN q ue s on s ustancialmente 
homólogas se pueden id entificar en un experimento d e hi bridación d e ti po so uthern e n, por ejemplo, condic iones 
estrictas tal y como se define para ese sistema concreto. La definición de las condiciones de hibridación adecuadas 
está dentro de la experiencia en la té cnica. Véase, por ejempl o, Sambrook y col., ant.; DNA Cloning,  ant.; Nucleic 
Acid Hybridization, ant.  45 

Una “secuencia codificadora” o una secuencia que “codifica” un polipéptido seleccionado es una molécula de ácido 
nucleico que se transcribe (en el caso de l ADN) y traduce (en el caso d el ARNm) en un poli péptido in vitro o in vi vo 
cuando s e co loca b ajo el  co ntrol d e sec uencias r eguladoras ad ecuadas. Los límites de la s ecuencia codific adora 
están determinados por un codón de iniciación en e l extremo 5' (amino) y un codón de finalización de la traducc ión 
en el extremo 3' (carboxi). Una secuencia de terminación de la transcripción puede localizarse en 3’ de la secuencia 50 
de codificación.  

“Operablemente unido” se ref iere a u na organización de elementos en la  que los com ponentes así de scritos están 
configurados de modo que realizan su func ión deseada. Por tanto, un pr omotor dado operablemente unido a una 
secuencia codificadora es capaz de efectuar la expresión de la secuencia codificadora cuando están presentes los 
factores de tra nscripción adecuados. El pro motor no nec esita estar conti guo a l a secuencia codificadora, mientras 55 
que funcione dirigiendo su expresión. Por tanto, por ejemplo, las secuencias intermedias sin traducir pero transcritas 
pueden estar presentes e ntre la s ecuencia prom otora y la sec uencia codificadora, c omo tamb ién puede haber 
intrones transcritos, y la secu encia promotora puede seguir considerándose “unida operablemente” a l a secuencia 
codificadora.  

“Recombinante”, como se usa en el presente documento para describir una molécula de ácido nucleico  significa un 60 
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polinucleótido de origen genómico, ADNc, viral, semisintético o sintético que, en virtud de su origen o manipulación, 
no está asociada con nada o una porción del polinucleótido con el qu e está asociada en la natura leza. El término 
“recombinante”, como se  us a co n res pecto a una pr oteína o po lipéptido qui ere dec ir un polipéptido pro ducido 
mediante la e xpresión de u n poli nucleótido recombinante. En gen eral, el  gen de i nterés se colon a y después se 
expresa en or ganismos tran sformados, co mo se describ e más ade lante. El organ ismo hués ped expresa e l ge n 5 
extraño para producir la proteína en condiciones de expresión.  

Un “elemento control” se refi ere a u na secuencia de po linucleótidos que ayuda en l a expresión de una secuencia 
codificadora a  la que está u nido. Él términ o incl uye pro motores, secu encias de ter minación d e l a transcripc ión, 
dominios r eguladores e n 5 ’, señales de poliadenilación, r egiones no  tra ducidas, i ncluidas 5 ’-UTR an d 3’- UTR, y , 
cuando s ea a decuado, sec uencias líd er y p otenciadores, que, e n conjunto, pr oporcionan la tr anscripción y 10 
traducción de una secuencia codificadora en una célula huésped.  

Un “promotor”, como  se usa en el presente documento, es una región reguladora de  ADN capaz de un ir l a ARN 
polimerasa e n una  cél ula h uésped e iniciar la tra nscripción de  un a sec uencia co dificadora (d irección 3’) p osterior 
unida operablemente al mismo. Para los fines de la presente invención, una secuencia promotora incluye el número 
mínimo de bases o elementos necesarios para iniciar la transcripción de un gen de interés a niveles detectables por 15 
encima del basal. Dentro de la secuencia promotora hay un sitio de i nicio de la transcri pción, así como dominios de 
unión a proteína (secuencias consenso) responsables de la unión de la ARN polimerasa. Los promotores eucariotas 
a menudo, aunque no siempre, contienen cajas “TATA” y cajas “CAT”.  

Una secuencia de contro l “dir ige la transcripción” de una secuencia de codificación en una cé lula cuando la ARN 
polimerasa se  une a l a sec uencia pr omotora y transcr ibe la s ecuencia codific adora en AR Nm, qu e a su v ez se  20 
traduce en el polipéptido codificado por la secuencia codificadora.  

“Casete de expresión” o “construcción de expresión” se refiere a un en samblaje que puede dirigir la  expresión de 
la(s) secuencia(s) o gen(es) de interés. El casete de e xpresión incluye elementos de control, como se ha descrito 
anteriormente, tal como un pr omotor que está operablemente unido a la(s) secuencia(s) o gen(es) de interés (para 
dirigir su tran scripción dir ecta) y a men udo tambi én i ncluye una secue ncia de poliadenilación. En ciertas  25 
realizaciones de la invención, el caset e d e e xpresión d escrito e n el presente documento p uede es tar conten ido 
dentro de  u na construcc ión plasmídica. Ad emás de los componentes del c asete d e e xpresión, la  construcc ión 
plasmídica puede también incluir uno o más marcadores seleccionables, una señal que permite que la construcción 
plasmídica exista como ADN monocatenario (p. ej., un origen de replicación de M13), al menos un sitio de clonación 
múltiple y un origen de replicación de “mamífero” (p. ej., un origen de replicación de SV40 o de adenovirus).  30 

“Transformación”, como se usa en el presente documento, se refiere a la inserción de un polinucleótido exógeno en 
una cé lula h uésped, al m argen de l proc edimiento us ado par a l a ins erción: por e jemplo, transformaci ón med iante 
captación d irecta, transfección, infecci ón y similares. Par a proce dimientos concretos de transfecci ón, véase má s 
adelante. El polinucleótido exógeno puede mantenerse como vector no integrado, por ejemplo, un episoma, o, como 
alternativa, puede integrarse en el genoma del huésped.  35 

Una “cé lula huésped” es u na célula que se ha transfo rmado, o es ca paz de transform arse, con u na secuencia de 
ADN exógeno.  

Como se usa en el pres ente documento, una “muestra biológica” se refiere a una muestra de tejido o fluido aislado 
de un s ujeto que n ormalmente incl uye a nticuerpos pro ducidos por e l sujeto. Las m uestras típicas  que inc luyen 
dichos a nticuerpos s e c onocen en la  técn ica e  inc luyen, entre otras, sangre, pl asma, suer o, m aterial fecal, orina, 40 
médula ósea, bilis, líquido cefalorraquídeo, líquido linfático, muestras de la piel, secreciones externas de la piel, los 
tractos respir atorio, intesti nal y g enitourinario, muestr as deriv adas de l epitelio gástr ico y la mucosa gástrica, 
lágrimas, sal iva, lech e, cél ulas san guíneas, órgan os, bi opsias, así c omo muestras de constitu yentes de cu ltivos 
celulares in  vit ro, incluidos, entre otros, m edios acondicionados resultantes de l crec imiento de células y tejidos en 
medio de cultivo, por ejemplo células recombinantes y componentes celulares.  45 

“Soporte só lido com ún” qu iere d ecir una matriz só lida s encilla a  la  q ue l os polipéptidos del VH C usados en los 
inmunoensayos objeto están unidos covalentemente o por medios no covalentes, tales como adsorción hidrófoba.  

“Inmunológicamente re activo” o “i nmunorreactivo” qu iere decir que el antígeno en c uestión reacc iona 
específicamente con anticuerpos anti-VHC presentes en una muestra biológica de un individuo infectado por VHC.  

“Inmunogénico" quiere decir que e l antígeno en cuestión producirá una reacción inmunitaria cuando se administre a 50 
un individuo.  

“Complejo i nmunitario” quiere dec ir l a c ombinación forma da cu ando un a nticuerpo se une a un epíto po s obre u n 
antígeno.  

Como se usa en el presente documento, los términos “marcador” y “marcador detectable” se refieren a una molécula 
capaz de  rea lizar d etección, inclu idas, e ntre otras, isótopos r adioactivos, flu orescentes, qu imioluminiscentes, 55 
enzimas, sustr atos e nzimáticos, cofactores  de  enz imas, inhibidores d e enzim as, cro móforos, co lorantes, i ones 
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metálicos, sol es metálic os, ligandos (p. ej ., biotina, av idina, estre ptavidina o h aptenos) y s imilares. El término  
“fluorescente” se refiere a una sustancia o porción de la sustancia que es capaz de exhibir fluorescencia en la gama 
detectable. Ej emplos co ncretos d e marc adores q ue s e pueden usar con l a i nvención i ncluyen, entre otro s, 
peroxidasa de rábano (HRP), fluoresceína, FITC, rodamina, dansilo, umbeliferona, éster de dimetilacridinio (DMAE), 
rojo Texas, NADPHgalactosidasa.  5 

II. Modos de llevar a cabo la invención 

Antes d e describir c on d etalle l a presente invención debe e ntenderse que la  pr esente i nvención no se  lim ita a 
formulaciones concretas o p arámetros de procedimientos concretos, ya que todos pueden, por supuesto, variar. Se 
entenderá tam bién q ue la  te rminología us ada en el pres ente documento es para e l propósito de d escribir sól o 
realizaciones particulares de la invención y no se desea que sea limitante.  10 

Aunque en l a práctica de la pres ente invención se  pu eden us ar nu merosas c omposiciones y procedimientos 
similares o equivalentes a los descritos en el presente documento, a continuación se describen los procedimientos y 
materiales preferidos.  

Como se h a i ndicado anteriormente, la  presente i nvención se b asa en el descubrimiento de que los mutantes d e 
polipéptidos del VHC co n dominios de NS3 modificados, de modo que esté inh ibida la actividad proteolítica de la 15 
proteasa NS 3, pu ede co nservar los  e pítopos co nformacionales y, por tanto, son  úti les e n i nmunoensayos p ara 
detectar la presencia de i nfección p or VH C. Los mutant es de NS 3 so n espec ialmente útiles e n pr ocedimientos 
diagnósticos p ara detecc ión precisa y prec oz de la inf ección p or VHC. Los proce dimientos se pu eden usar p ara 
detectar infección por VHC durante las primeras etapas de la seroconversión del VHC, incrementando de este modo 
la precisión de la detección y reduciendo la incidencia de resultados falsos.  20 

En particu lar, l os inmu noensayos descr itos en el pr esente docum ento usan e pítopos altamente i nmunorreactivos 
derivados de la región NS3/4a de l a poliproteína del VHC con mutaciones que a lteran la actividad proteolítica pero 
conservan l os epítopos co nformacionales. Los pol ipéptidos d e NS3  modifica dos se pue den u sar solos e n 
inmunoensayos o en c ombinación c on otr os a ntígenos del VHC, ta les como  antíg enos de f usión de  múlti ples 
epítopos que comprenden varios polipéptidos del VHC, b ien de los mismos o de diferentes genotipos y aislamientos 25 
del VHC, tal como múlti ples epítopos i nmunodominantes, por  ejemplo epítopos li neales princi pales del núc leo del 
VHC, SECUENCIAS E1, E2, NS3, NS4, 5-1-1, c100-3 y NS5.  Los proc edimientos se pueden poner en práctica  de 
forma conveniente en u n ensayo sencillo usando cualquiera de los d iversos formatos d e ensayo que se descri ben 
más adelante, tales como, entre otros, formatos de ensayos que usan un soporte sólido al que se unen los antígenos 
del VHC.  30 

Con el fi n d e entender adicionalmente la  i nvención se proporciona u na disc usión m ás det allada c on res pecto a 
polipéptidos d e NS3  mod ificados y f usiones del VHC ( es decir, MEF A), así como producción de l as proteín as y 
procedimientos de usar las proteínas.  

Proteínas del VHC 

Los ge nomas de las ce pas del VHC co ntienen un ún ico marco de lect ura ab ierto de  apro ximadamente 9.00 0 a  35 
12.000 nucleótidos que se transcriben en una pol iproteína. Como s e m uestra e n la F igura 1 y l a T abla 1, u na 
poliproteína del VHC, tras escisión, produce al menos diez productos distintos, en el orden siguiente:  

NH2-Núcleo-E1-E2-p7-NS2-NS3-NS4a-NS4b-NS5a-NS5b-COOH. El polip éptido del núcl eo se  p roduce e n la s 
posiciones 1-1 91, numer ados en relaci ón con el VHC- 1 (véas e, Ch oo y col. (19 91) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
88:2451-2455, para el g enoma del VH C-1). Este polipé ptido se proc esa después para producir un  p olipéptido del 40 
VHC co n a proximadamente 1-17 3 aminoácidos, Los  polipéptidos d e la  cub ierta, E1 y E 2, s e pro ducen 
aproximadamente en las posici ones 192-383 y 384-746, res pectivamente. El dominio P7 s e enc uentra 
aproximadamente en las p osiciones 747-809. NS 2 es  una proteína integr al d e l a membra na con activ idad 
proteolítica y se encuentra aproximadamente en las pos iciones 810-1026 de la p oliproteína. NS2, en  combinación 
con NS3, (enc ontrada aproximadamente en las posici ones 1027-1657), escinde el enl ace Scissile NS2-NS3 que, a 45 
su vez, genera el extremo NS3 N y libera una poliproteína grande que incluye las actividades serina proteasa y ARN 
helicasa. La proteasa NS3, que se encuentra aproximadamente en las posiciones 1027-1207, sirve para procesar el 
resto de la poliproteína. La actividad helicasa se encuentra alrededor de las posiciones 1193-1657. NS3 libera un 
cofactor de N S3 (NS4a, qu e se encue ntra aproximadamente en las p osiciones 1658-1711), dos pr oteínas (NS4b, 
que se encuentra aproximadamente en las posiciones 1712-1972, y NS5a que se encuentra aproximadamente en 50 
las posiciones 1973-2420), y una ARN polimerasa dependiente de ARN (NS5b, que se encuentra aproximadamente 
en las posiciones 2 421-3011). La termin ación d e la m aduración de l a poli proteína s e inic ia me diante escisi ón 
autocatalítica en la unión NS3-NS4a, catalizada por la NS3 serina proteasa. 
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Tabla 1 

 Dominio  Límites aproximados* 

 C (núcleo)  1-191   

 E1    192-383   

 E2    384-746   

 P7    747-809   

 NS2    810-1026   

 NS3    1027-1657   

 NS4a    1658-1711   

 NS4b    1712-1972   

 NS5a    1973-2420   

 NS5b    2421-3011   

 

*Numerado con respecto al VHC-1. Véase Choo y col. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:2451-2455. 

Los polipéptidos de NS3 modificados de la invención están mutados para inhibir la actividad proteasa, de modo que 
la e scisión ad icional un  po lipéptido qu e in cluye el  do minio NS3 mo dificado, tal c omo u n po lipéptido NS3/4a, así 5 
como la esc isión catalítica d e proteínas del VHC adic ionales us adas en combi nación con el po lipéptido d e NS3  
modificado, está in hibida. El  po lipéptido NS3 se  p uede modificar me diante deleción de to do o una porc ión d el 
dominio d e proteasa NS 3. Como alter nativa, la  activ idad pr oteolítica se p uede inhibir m ediante s ustitución de 
aminoácidos d entro d e las r egiones activ as del d ominio proteasa. Por último, las ad iciones de am inoácidos a las 
regiones activas del dominio, de modo que se modific a el  sitio catalítico,  también s ervirán para inhibir la activi dad 10 
proteolítica. Preferentemente, las modificaciones realizadas para reducir o eliminar la actividad proteasa no alteran 
los epítopos conformacionales en las proteínas NS3 o NS3/4a nativas.  

Como se ha explicado anteriormente, la actividad proteasa se encuentra en aproximadamente las posiciones 1027-
1207, num eradas co n res pecto a l a p oliproteína del VH C-1 de longitud completa (véase, Choo y col., Proc. Natl.  
Acad. Sci. USA (1991) 88:2451-2455), las posiciones 2-182 de la Figura 3. Se conocen la estructura de la proteasa 15 
NS3 y un siti o activ o. Véa se, por  ej emplo, D e F rancesco y col., Antivir. Ther. (1998) 3:99-1 09; Koch y col.,  
Biochemistry (2001) 40:631-640. Por tanto, las deleciones o mod ificaciones de la secuencia nativa normalmente se 
producirán en o cerca del sitio activo de la molécula. Particularmente, es deseable modificar o realizar deleciones de 
uno o más aminoácidos que se producen en las posiciones 1 o 2-182, preferentemente 1 o 2-172 o 1 o 2-155 de la 
figura 3. Las modificaciones preferidas se realizan en la tríada catalítica en el sitio activo de la proteasa, es decir los 20 
residuos H, D y/o S, con el fin de inactivar la proteasa. Estos residuos se producen en las posiciones 1083, 1105 and 
1165, respecti vamente, n umeradas resp ecto a la p oliproteína de longitud comp leta d el VHC (p osiciones 5 8, 80  y 
140, 10 83, 1 105 an d 11 65, respectivam ente, de la F igura 3. Dich as modificac iones suprimirá n l a activid ad d e 
escisión pr oteolítica d e l a proteas a N S3 al ti empo que m antienen la i nmunorreactividad. Sustitucio nes 
particularmente preferidas son de n aturaleza no co nservadora, tal com o una sustituc ión de Al a para uno o más de  25 
los resid uos d e amin oácidos que norm almente se enc uentran en l as p osiciones 1 083, 1105 y 11 65 del d ominio 
proteasa. Un experto e n la t écnica pu ede determinar fá cilmente l as por ciones de l a p roteasa NS 3 q ue se va n a  
eliminar con el fin de alterar la actividad.  

Además, un experto en l a técnica puede determinar fácilmente otras mo dificaciones de aminoácidos adecuadas en 
estos siti os e n bas e a  l a est ructura y f unción c onocidas de la prote asa NS3 del VHC como se des cribe en, po r 30 
ejemplo, De Franceco y col., Antivir. T her. (1998) (Supl. 3) : 99-109; y Schechter y Berger, Biochim. Bi ophys. Res. 
Commun. (1967) 27:157-162.En particular, se sabe que l a proteasa NS2 es  una serina proteasa y el mecanismo 
proteolítico se basa en el ataque nucleofílico del enlace peptídico objetivo mediante una serina. En muchos casos, la 
propiedad n ucleofílica d el grupo mej ora co n l a presencia de u na histi dina, ma ntenida en  u n " estado ac eptor d e 
protones" por un aspartato. Las cadenas laterales alineadas de serina, histidina y aspartato forman la tríada analítica 35 
común a la ma yoría de las se rina proteasas. El sitio acti vo de las seri na proteasas tiene forma de he ndidura en l a 
que se u ne el  sustrato poli peptídico. Sche chter y Berg er, Biochim. Bio phys. Res.  Co mmun. (196 7) 27:157- 162 
marcaron los residuos de aminoácidos desde el ex tremo N al C del sustrato polipeptíd ico (Pi, ..., P3, P2, P1, P1’,  
P2’, P3’, ..., Pj) y sus subsitios de unión respectivos (Si,..., S3, S2, S 1, S1’, S2’, S3’,..., Sj) y descubrieron que la 
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escisión se cat aliza entre P1 y P1’. L a NS3 proteasa adopta un pl iegue similar al d e la quimotripsina e incluye un 
sitio muy largo de unión al sustrajo expuesto al d isolvente, consistente con el requisito de sustratos peptídicos muy 
largos (P6-P4’). La prot easa NS3 tiene preferencia por los residuos de cisteína en la posición del sustrato P1. Por 
tanto, en base a la estructura  y función conocidas como se ha descr ito anteriormente y en la técnica, un experto en 
la técnica puede determinar fácilmente otras sustituciones, adiciones y deleciones de aminoácidos que servirán para 5 
romper la actividad proteolítica de la proteasa NS3.  

La presencia o ausencia de la actividad proteolítica de NS3 se puede determinar usando procedimientos conocidos 
por los expertos en l a técn ica. Por ej emplo, la activi dad p roteasa, o aus encia de la misma, se pu ede determi nar 
usando el procedimiento que se describe más adelante en los ejemplos, además de usar ensayos bien conocidos en 
la técnica. Véase, por  ejemplo, Takeshita y col., An al. Biochem. (1997) 247:242-246; Kakiuchi y col. , J. Biochem. 10 
(1997) 122:749-755; Sali  y col., Biochemistry (1998) 37:3392,3401-3401; Cho y col., J. Virol. Meth. (1 998) 72:109-
115; Cerretani y col., Ana l. Biochem. (19 99) 266:192-197; Zhang y col., Anal. Bioc hem. (1999) 2 70:268-275;  268-
275; Kakiuchi y col., J. Virol. Meth. (1999) 80:77-84; Fowler y col., J. Biomol. Screen. (2000) 5:153-158; y Kim y col., 
Anal. Biochem. (2000) 284:42-48.  

En la molécula NS3 también puede haber mutaciones adicionales, pero no tienen que estar, tales como mutaciones 15 
en el d ominio helicasa, por e jemplo la susti tución d e uno o ambos res iduos de am inoácidos enco ntrados e n l as 
posiciones 1428 y 1429, tal como Pro y Thr normalmente presentes en la posición 1428 e Ile por Ser normalmente 
presente en la posición 1429. Estas mutaciones se denominan mutantes “PI” en el presente documento. La figura 4B 
muestra un a construcción NS3 mod ificada repr esentativa. La pr oteína inc luye una Met en N-t erminal y los 
aminoácidos 1027-1657 de NS3 y, por tanto, incluye los dominios NS3 de longitud completa de la poliproteína del 20 
VHC. La Ser que norma lmente está prese nte en la posi ción 1165 est á sustitui da c on Ala. Ad emás, el mutant e 
incluye la susti tución PI descr ita anteriormente. Las secue ncias de ADN y de amin oácidos de esta con strucción se 
representan en las Figuras 6A-6C.  

Los polipéptidos NS3 modificados de la presente invención también pueden incluir, además de un dominio proteasa 
NS3 mod ificada, el domi nio helicasa d e N S3 (es decir, toda l a secu encia po lipeptídica de NS3 y/o uno o má s 25 
polipéptidos d e u na o más otras re giones de una p oliproteína del VH C. Prefere ntemente, l os p olipéptidos NS 3 
modificados incluirán el polipéptido NS4a o un fragmento del mismo. De hecho, todas las regiones de la poliproteína 
del VHC p ueden estar pres entes en dic has fusiones. Esto s polipéptidos pueden derivar del mismo ais lamiento del 
VHC como el polipéptido NS3 o de diferentes cepas y aislamientos, incluidos los aislamientos que tienen cualquiera 
de los diversos genotipos del VHC, para proporcionar mayor protección contra un amplio abanico de genotipos del 30 
VHC. Adicionalmente, los polipéptidos se pueden seleccionar en base a los clados virales concretos endémicos de 
regiones g eográficas específicas e n las que se  usar án los inm unodiagnósticos. Es  fácilme nte evidente que l as 
proteínas modificadas de l VHC proporcionan un modo efi caz de d iagnosticar la  i nfección por VHC en una amplia 
variedad de contextos.  

Se han determinado las secuencias de ác ido nucleico y de aminoácidos de un a serie de cep as y aislamientos de 35 
VHC, inc luidas las s ecuencias de ácido nucleico y de aminoácidos de las diversas regiones de la  poliproteína del 
VHC, incluidos los genes y polipéptidos del núcleo, NS2, p7, E1, E2, NS3, NS4a, NS4b, NS5a, NS5b  . Por ejemplo, 
el aislamiento J1.1 del VHC se describe en Kubo y col. (1989) Japan. Nucl. Acids Res. 17:10367-10372; Takeuchi y 
col., (1990) G ene 91:287-291; Takeuchi y col. (1990) J. Gen. virol. 71: 3027-3033; y Takeuchi y col., (1990) Nucl.  
Acids Res. 18:4626. Las s ecuencias codificadoras completas de dos aislamientos independientes, HCV-J y BK, s e 40 
describen en Kato y co l., (1990) Proc. N atl. Acad. Sci. USA 87:9 524-9528 y T akamizawa y co l., (199 1) J. Viol 
65:1105-1113 respectivamente.  

Las publicaciones que describen los aislamientos del VHC-1 incluyen Choo y col. (1990) Brit. Med. Bull. 46:423-441; 
Choo y col. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:2451-2455 y Han y col. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:1711-
1715. Los aislamientos del VHC HC-J1 y HC-J4 se describen en Okamoto y col. (1991) Japan J. Exp. Med 6 0:167-45 
177. Los aislamientos del VHC HCT 18~, HCT 23, T h, HCT 27, EC1 y EC10 se describen en Weiner y col. (1991) 
Virol. 18 0:842-848. L os ais lamientos del V HC Pt-1, HCV-K1 y HCV-K2 se descri ben en En omoto y co l. (199 0) 
Biochem. Biophy s. Res. Commun. 17 0:1021-1025. Los ai slamientos del VHC A, C,  D y E se describen e n 
Tsukiyama-Kohara y col. (1991) Virus Genes 5:243-254.  

Cada uno de los componentes de una proteína de fusión se puede obtener de la misma cepa o aislamiento del VHC 50 
o de d iferentes cepas o a islamientos del VHC. Por ejem plo, el p olipéptido de NS 3 modificado se puede obtener de 
una primera cepa de VHC y otros polipéptidos de VHC presentes se pueden obtener de una segunda cepa de VHC. 
Como alternativa, uno o más  de los otros p olipéptidos del VHC, por ej emplo NS2, NS4a, NS4b, Núcle o, p7, E1 y/o 
E2, so están presentes, se p uede obtener de una primera cepa de VHC y el resto de los polipéptidos de VHC  se 
pueden obtener de una segunda cepa de VHC. Adicionalmente, cada uno de los polipéptidos de VHC presentes se 55 
puede obtener de diferentes cepas de VHC.  

En ciertas rea lizaciones, la proteína NS 3 modific ada ta mbién compre nde u n domi nio NS4a, o un a porci ón d el 
mismo, por eje mplo un dominio NS4a y/o un NS4b, o un fragmento del m ismo. La proteí na NS3 mo dificada (con o 
sin e l dominio NS4a) también se pu ede fusionar con otras regiones del VHC, tal com o con u n dominio NS5a, un 
polipéptido del núcleo de un VHC, y similares. Estas regiones no tienen que estar en el orden en el  que están de 60 
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forma n atural en la poliproteína n ativa de l VHC. Por  tant o, por  ej emplo, si está  pres ente, el  p olipéptido NS4 a s e 
puede fusionar con el extremo C y/o C del polipéptido NS3.  

Las F iguras 4A y 4C muestran polipéptidos NS3 m odificados representativos. En las  Figuras, la Ser normalmente 
presente en la posición 1165 está sustituida por Ala. Adicionalmente, los mutantes incluyen la sustitución PI descrita 
anteriormente, es d ecir una sustitución de Pro por Thr normalmente presente en la posición 1428 e I le por la Ser 5 
normalmente presente en la posición 429. En la F igura 4A, la proteína incluye en dirección N-terminal a C-terminal, 
una Met en N-terminal y los aminoácidos 1027-1657 de NS3 y los aminoácidos 1658-1711 de NS4a. Por tanto, esta 
fusión i ncluye los domi nios NS3 y NS 4a de lon gitud compl eta de l a pol iproteína del VHC. L a secuenc ia d e 
nucleótidos y la correspondiente secuencia de aminoácidos de la proteína se muestran en las Figuras 5A-5C. En la 
Figura 4C, la proteína incluye en dirección N-terminal a C-terminal, una Met en N-terminal y los aminoácidos 1678-10 
1690 de de NS4a, seguida de la secuencia de aminoácidos SGS, después los aminoácidos 1029 a 1657 de NS3. 
Por tanto, est a fusió n i ncluye 13 aminoácidos del dom inio  NS4 a, s eguido de una secu encia l igadora fl exible 
tripeptídica (denominada una secuencia de “giro”) y, después, casi to do el dominio NS3 (excepto los dos primeros 
aminoácidos en N-terminal). La secuencia de giro permite que NS4a se pliegue en el bolsillo dentro de la proteasa. 
La secu encia de nuc leótidos y la corres pondiente sec uencia d e amin oácidos de l a p roteína se mu estran en l as 15 
Figuras 7A-7C. La n umeración del presente documento hace re ferencia a la po liproteína de lon gitud completa del 
VHC-1 y se determinan con facilidad regiones equivalentes en otros serotipos del VHC.  

Los polipéptidos NS3 modificados descritos con anterioridad se pueden usar en inmunoensayos con antígenos de 
fusión de mú ltiples e pítopos (denominados “MEF A”), como se ha descrito en la publicación inter nacional nº W O 
97/44469 y las  patentes de EE.UU. nº 6.51 4.731 y 6.428.792. D ichos MEFA incluyen múltiples epítopos de dos o 20 
más de las diversas regiones virales de la poliproteína del VHC mostradas en la Figura 1 y la Tabla 1, y como se ha 
descrito con detalle más adelante. El uso de dichos polipéptidos NS3 modificados con los MEFA garantiza que no se 
producirá la escisión proteolítica de NS 3 proteasa, de m odo que se pr oporcionan mejores reactivos para usar en  
inmunoensayos del VHC.  

Los múltiples antígenos del VHC están dispuestos como una única cadena continua de aminoácidos, cadena que no 25 
se produce como tal en la naturaleza. Por tanto, el orden lineal de los epítopos es diferente de su orden lineal en el 
genoma en e l que se pro ducen. El orden lineal de las se cuencias de los MEFA para uso en el pr esente documento 
se dispone, preferentemente, para anti geneicidad óptima. Preferentemente, los epítopo s proceden de más de un a 
cepa del VHC, de modo que proporcionan la capacidad añadida de detectar múltiples cepas del VHC en un único 
ensayo. Por t anto, los  ME FA para usar en el pr esente doc umento pu eden c omprender diversas reg iones 30 
inmunogénicas derivadas de l a poliproteína descrita anteriormente. Además, se puede usar una proteína resultante 
de un cam bio de marco d e l ectura en l a re gión central d e la po liproteína, tal como s e descri be en la pu blicación 
internacional nº WO 99/63941, en los MEFA o fusiones con la NS3 modificada descrita anteriormente. Si se desea, 
en l a proteí na de fusi ón s e pueden pro ducir al me nos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 1 0 o más de uno o  más epítop os 
derivados de la poliproteína del VHC.  35 

Epítopos del VHC adicionales para uso en los MEFA incluyen epítopos derivados de la región hipervariable de E2, 
tal como u na región que abraca los ami noácidos 384-414 o 390-410, o l a secuencia consenso de esta región, Gly-
Ser-Ala-Ala-Arg-Thr-Thr- S er-Gly-Phe-Val-Ser-Leu-Phe-Ala-Pro-Gly-Ala-Lys-Gln-Asn (SEC ID Nº 11), que  
representa una secuencia consenso para los aminoácidos 390-410 del genoma del VHC de tipo 1. Un epítopo de E2 
representativo en un MEFA de la invención puede comprender un epítopo híbrido que abarca los aminoácidos 384-40 
414. Dicho epítopo de E2 hí brido puede incluir una secuencia consenso que r epresenta los ami noácidos 390-410 
condensados a una secuencia consenso de una segunda cepa. Como alternativa, el epítopo de E2 presente puede 
comprender un epítopo híbrido que abarca los aminoácidos 390-444. Dicho epítopo de E2 híbrido puede incluir una 
secuencia consenso que representa los aminoácidos 390-410 como se ha detallado anteriormente condensado a,  
por ejemplo, la secuencia de aminoácidos nativa para los aminoácidos 411-444 para E2 del VHC.  45 

Adicionalmente, los antígenos pueden derivar de varias cepas del VHC. Se conocen múltiples cepas virales del VHC 
y se pueden usar los epítopos derivados de cualquiera de estas cepas en una proteína de fusión. Se sabe bien que 
cualquier especie de organismo dada varía de un organismo individual a otro y, además, que un organismo dado, tal 
como un virus, puede tener una serie de cepas diferentes. Por ejemplo, como se ha explicado anteriormente, el VHC 
incluye al menos 6 genotipos. Cada  uno de estos g enotipos inc luye determinantes antigénicos equivalentes. Más  50 
específicamente, cada cepa incluye una serie de determinantes antigénicos que están presentes en todas las cepas 
del virus, pero que son ligeramente diferentes de una cepa viral a otra. Por ejemplo, el VHC incluye el determinante 
antigénico co nocido como 5 -1-1 (véas e la  F igura 1). El epítopo 5-1-1 se encu entra en apr oximadamente l as 
posiciones 16 94-1735, n umeradas con re specto a l a se cuencia d e la poliproteína de l VHC-1. Este  determin ante 
antigénico con creto apar ece en tres formas  diferentes en VHC-1, VHC- 2 y VHC-3. D e acuer do co n e sto, en una  55 
realización pr eferida de l a in vención, las tr es formas de 5-1-1 aparecen en el a ntígeno d e fusió n de múlti ples 
epítopos usado en l os i nmunoensayos ob jeto. De forma similar, p uede tambié n ha ber determin antes antig énicos 
equivalentes de la r egión d el n úcleo d e diferentes c epas de  VHC. En ge neral, l os determi nantes anti génicos 
equivalentes tienen un grado alto de homología en términos de secuencia de aminoácidos cuyo grado de homología 
es, en gen eral, 30 % o más, prefere ntemente 40 % o más, cuand o están alineados. El e pítopo de mú ltiples copias 60 
de la presente invención también puede incluir múltiples copias que son copias exactas del mismo epítopo.  
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Las Figuras 8 y 11A-11C muestran MEFA representativas para usar en la presente invención que derivan del VHC. 
No obstante, debe entenderse que otros epítopos derivados del genoma del V HC también encontrarán util idad en 
los presentes ensayos.  

La secu encia de ADN y la correspondiente secue ncia d e amin oácidos de un antíg eno de fusi ón de múlti ples 
epítopos representativos, MEFA 7,1 se muestra en las Figuras 9A-9F. Este MEFA también se describe en la patente 5 
de EE.UU. nº 6.632.601. La fórmula estructural general de MEFA 7.1 se m uestra en la F igura 8 y es la sig uiente: 
hSOD-E1(tipo 1)-E2 HVR co nsenso (tipo 1 a)-E2 HVR co nsenso (tipos 1 y 2)- helicasa (tipo 1)-5-1- 1 (tipo 1)-5- 1-1 
mutado (tipo 3)-5-1-1 (tipo 2)-c10 0(tipo 1) -NS5(tipo 1)-NS5(tipo 1)- núcleo (tipos 1+2)-núcleo (tip os 1+ 2). Este  
epítopo d e mú ltiples co pias i ncluye l a si guiente s ecuencia d e am inoácidos, n umerada con  resp ecto al VH C-1 ( la 
numeración de los aminoácidos que se indica a continuación sigue la designación de numeración proporcionada en 10 
Choo y col. (1991) Proc. Natl . Acad. Sci. USA 88:24 51-2455, en la q ue el aminoácido nº 1 es la prim era metionina 
codificada p or la secue ncia de codific ación de l a reg ión de l núcl eo): los amino ácidos 1-1 56 d e la super óxido 
dismutasa (SOD, usada para potenciar la expresión recombinante de la proteína), los aminoácidos 303 a 320 de la 
poliproteína de la región E1; los aminoácidos 390 a 410 de la poliproteína, que representan una secuencia consenso 
para la r egión hip ervariable del V HC-1aE2; los am inoácidos 3 84 a 414 de  la  p oliproteína de la r egión E 2, qu e 15 
representan u na secu encia consenso p ara las regi ones hipervariables E2 del V HC-1 y VHC- 2; los  amino ácidos 
1193-1658 de la poliproteína del VHC-1 que define la helicasa; tres copias de un epítopo de 5-1-1, los aminoácidos 
1689-1735, uno del VHC-1, uno del VHC-3 y uno del VHC-2, copias que son determinantes antigénicos equivalentes 
de las tres cepas virales diferentes del VHC; el polipéptido C100 del VHC del VHC-1, los aminoácidos 1901-1936 de 
la poliproteína; dos copias exactas de un epítopo de la región NS5 del VHC-1, cada una con los aminoácidos 2278 a 20 
2313 de la poliproteína del VHC; y dos copias exactas de un epítopo de la región del núcleo, una del VHC-1 y una 
del VHC-2, copias que son determinantes antigénicos equivalentes representados por los aminoácidos 9 a 32, 39-42 
y 64-88 del VHC-1 y 67-84 del VHC2. 

La Tabla 2 m uestra las posiciones de los aminoácidos de los diversos epítopos con referencia a las Figuras 9A-9F 
en e presente documento.  25 

 

Tabla 2. MEFA 7.1 

MEFA nº aa Sitio en 
extremo 5’ 

epítopo VHC nº aa Cepa 

1-156 Nco1  hSOD   

159-176 EcoR1  E1 303-320 1 

179-199 Hind111 E2 HVR1 consenso 390-410 1 

200-230  E2 HVR1 +2 consenso 384-414 1+2 

231-696 Sal1  Helicasa 1193-1658 1 

699-745 Sph1  5-1-1 1689-1735 1 

748-794 Nru1  5-1-1 1689-1735 3 

797-843 Cla1  5-1-1 1689-1735 2 

846-881 Ava1  C100 1901-1936 1 

884-919 Xb a1 NS5 2278-2313 1 

922-957 Bgl1 1 NS5 2278-2313 1 

958-1028 Nco1 Epítopos del núcleo 9-32, 39-42 

64-88 

67-84 

1 

1 

2 

1029-1099 Bal1 Epítopos del núcleo 9-32, 39-42, 

64-88 

67-84 

1 

1 

2 
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En un a re alización de l a i nvención, re presentada e n l a Figura 2, se r ealiza u n i nmunoensayo de  captura r ápida 
usando un polipéptido NS3 modificado, o fusión que incluye un polipéptido NS3 modificado y uno o m ás antígenos 
de fusión de múltiples epítopos, tales como MEFA 7.1. La muestra se combina con los antígenos que pueden estar 
presentes sobre un soporte sólido, como se describe adicionalmente más adelante. Si la muestra está infectada por 5 
VHC, los  anti cuerpos a nti-VHC frente  a dichos e pítopos presentes sobre el soporte sólido se unir án a los 
componentes de soporte só lido. La detección se realiza mediante la fi jación de un marcador detectable (tal  como 
peroxidasa de rábano (HRP) como se mu estra en la F igura 2) a u n miembro del complejo antígeno/anticuerpo. La 
fijación se p uede rea lizar por medios cov alentes o me diante la p osterior unión de a nticuerpos marcados de form a 
detectable, tales como en un ensayo de tipo sándwich estándar, O mediante reacción enzimática cuyo producto es 10 
detectable. El marcador detectable puede incluir, entre otros, un cromóforo, un anticuerpo, un antígeno, una enzima, 
un comp uesto reactivo a la enzima cu yo p roducto d e es cisión es dete ctable, rod amina o der ivado de rodam ina, 
biotina, avi dina, estreptavi dina, un c ompuesto fluor escente, un com puesto qu imioluminiscente, tal  como éster de 
dimetilacridinio (DMAE), d erivados y/o combinaciones de estos marcadores. Convenientemente se puede usar  un 
anticuerpo anti-humano marcado de forma detectable, capaz de detectar una molécula de IgG humana presente.  15 

Producción de antígenos del VHC 

Como se ha e xplicado a nteriormente, las moléculas d e l a pr esente i nvención s e producen, e n general, de form a 
recombinante. Por tanto, los polinucleótidos que codifican antígenos del VHC para usar con la presente invención se 
pueden fabricar usando técnicas estándar de biología molecular. Por ejemplo, las secuencias polinucleotídicas que 
codifican l as moléculas descritas anteri ormente se p ueden obtener u sando proc edimientos rec ombinantes, tales  20 
como mediante detección selectiva de bibliotecas de ADNc y genómicas de células que expresan el gen o derivando 
el ge n d e un vector qu e se  sabe q ue l as inclu ye. A demás, el ge n d eseado se puede aislar dir ectamente d e 
moléculas de ácido nucleico viral usando técnicas descritas en la técnica, tal como en Houghton y col., la patente de 
EE.UU. nº 5.3 50.671. El g en de i nterés t ambién se puede prod ucir sintéticam ente en lu gar de clonarse. Las  
moléculas se  pueden d iseñar con  los  co dones a decuados p ara la  se cuencia c oncreta. Des pués, la  sec uencia 25 
completa se ensambla a partir de oligonucleótidos solapados preparados mediante procedimientos convencionales y 
reunidos en una secuencia codificadora completa. Véase, por ejemplo, Edge (1981) Nature 292:756; Nambair y col. 
(1984) Science 223:1299; y Jay y col. (1984) J. Biol. Chem. 259:6311. 

Por tanto, se pueden obtener secuencias nucleotídicas concretas de vectores que alojan las secuencias deseadas o 
se pueden sintetizar completamente o en parte usando diversas técnicas de síntesis d e oligonucleótidos conocidas 30 
en la técn ica, tal com o las t écnicas de mutagénesis dirigida a s itio y reacción en  cadena de la polimerasa (PCR) 
cuando sea adecuado. Véase, por ej emplo, Sambrook, ant. En particular, un pr ocedimiento de obtener secuencias 
nucleotídicas que c odifican l as secu encias dese adas es  medi ante hibridación de c onjuntos com plementarios de 
oligonucleótidos sintéticos s olapantes pro ducidos e n u n sintetiza dor aut omático c onvencional d e nucl eótidos, 
seguido d e unión c on un a A DN l igasa ad ecuada y amplificación de la  s ecuencia d e nucleótidos l igada m ediante 35 
PCR.  Vé ase, por ejemplo, Jayaraman, y col. (1991) Proc. Natl. Acad. S ci. USA 8 8:4084-4088. Adicionalmente, se 
pueden usar  síntesis dir igida a o ligonucleótidos (J ones y c ol. (19 86) Nature 54:75-82), mutag énesis diri gida a 
oligonucleótidos de regiones nucleotídicas preexistentes (Riechmann y col. (1988) Nature 332:323-327 y Verhoeyan 
y col. (19 88) Science 2 39:1534-1536), y llena do e nzimático de h uecos de o ligonucleótidos us ando la ADN  
polimerasa de  T4 (Queen y co l. (198 9) Proc. Natl. Ac ad. Sci. USA 86:10 029-10033) e n la  invenc ión pa ra 40 
proporcionar moléculas que tiene n alteradas o potenciadas l as ca pacidades d e u nión a antígeno o red ucida la 
inmunogenicidad.  

Los proce dimientos par a producir mutantes o análogos de l a secuencia de  nuc leótidos deseada, tal  como  NS3  u 
otros antígenos del VHC, s on bien conocidos. Véase, por ejemplo, Dasmahapatra  y col., la patente de EE.UU. nº 
5.843.752, y Zhang y col., la patente de EE. UU. nº 5.9 90.276. Los m utantes o a nálogos de Lns3 y otra s proteínas 45 
del VHC para usar en inmunoensayos pueden prepararse mediante la deleción de una porción de la secuencia que 
codifica el p olipéptido d e int erés, medi ante inserci ón de una s ecuencia y/o me diante sustitució n de  uno o m ás 
nucleótidos de ntro de l a se cuencia. Los expertos en l a té cnica c onocen b ien las  técnicas p ara modificar l as 
secuencias de nucleótidos, tales como mutagénesis dirigida al sitio y similares. Véase, por ejemplo, Sambrook y col., 
ant.; Kunkel, T.A. (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1985)  82:448; Geisselsoder y col. (1987) BioTechniques 5:786; 50 
Zoller y Smith (1983) Methods Enzymol. 100:468; Dalbie-McFarland y col. (1982) Proc. Natl. Acad. Sci USA 79:6409. 

Una vez q ue se han pr eparado o a islado las secu encias codifica doras, dichas sec uencias se p ueden clo nar e n 
cualquier vect or ad ecuado o replic ón. L os expertos en l a técnica c onocen n umerosos vectores d e c lonación y la 
selección de un vector de clonación adecuado es cuestión de elección. Vectores adecuados incluyen, entre otros , 
plásmidos, fa gos, transp osones, cósmic os, cromos omas o virus, q ue s on c apaces de re plicarse c uando está n 55 
asociados con los elementos de control adecuados.  

Después, la secuencia de codificación se introduce bajo el control de elementos de control adecuados en función del 
sistema que se va  a  us ar p ara la e xpresión. Por  tant o, la se cuencia de cod ificación se pu ede i ntroducir b ajo el 
control de un promotor, sitio  de un ión al ri bosoma (par a expres ión bact eriana) y , opcionalmente, un operador, de 
modo que la secuencia de ADN de interés se transcribe en ARN mediante un transformante adecuado. La secuencia 60 
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codificadora puede o n o c ontener un pé ptido s eñal o s ecuencia líder  que des pués puede elimi narse mediante el  
procesamiento postraducc ional del h uésped. Véanse, po r ejempl o, las  patentes de EE.UU. núm eros 4,431,7 39; 
4,425,437; 4,338,397.  

Además de las decencias control, puede ser deseable añadir secuencias reguladoras que permitan la regulación de 
la e xpresión de las s ecuencias resp ecto a l crecimie nto de la c élula huésped. Las s ecuencias re guladoras so n 5 
conocidas para el experto en la técnica y entre los ejemplos se incluyen aquéllos que causan la expresión de un gen 
que se encenderá o ap agará en respu esta a un estímul o químico o físic o, inclu ida la p resencia de un  compuesto 
regulador. Otros tipos d e elementos reguladores también pueden estar presentes en el vector. Por ejemplo, en el 
presente documento s e p ueden usar  e lementos potenciadores par a i ncrementar los  n iveles d e e xpresión d e l as 
construcciones. Ejemplos incluyen el potenciador del gen temprano de SV40 (Dijkema y col. (1985) EMBO J. 4:761), 10 
el potenciador/promotor derivado de la repetición larga terminal (LTR) del virus del sarcoma de Rous (Gorman y col. 
(1982) Proc. N atl. Acad. Sci.  USA 7 9:6777) y elementos derivados de l CMV hum ano (Boshart y c ol. (198 5) C ell 
41:521), tales como los elementos incluidos en la secuencia del intrón A del CMV (patente de EE.UU. nº 5.688.688). 
El casete d e expresión puede incluir además un ori gen de repl icación para la re plicación autónoma en un a célula 
huésped a decuada, u no o m ás marc adores sel eccionables, uno  o  más sitios de r estricción, un pote ncial p ara un 15 
número de copias altas y un promotor fuerte.  

Se construye un vector de expresión de modo que la secuencia codificadora concreta se localiza en el vector con las 
secuencias reguladoras adecuadas, siendo la posición y orientación de la secuencia codificadora con respecto a las 
secuencias control tales q ue la secue ncia codificadora se transcribe bajo el “contro l” de las secu encias control (es  
decir, la AR N polim erasa qu e se une a la  molécu la de ADN en l as secue ncias co ntrol transcrib e la secu encia 20 
codificadora). La mod ificación de las sec uencias que co difican la mol écula d e interé s pued e ser d eseable p ara 
conseguir este extremo. Por ejemplo, en algunos casos, puede ser necesario modificar la secuencia codificadora de 
modo que pueda unirse a las secuencias control con la orientación adecuada; es dec ir, para mantener el marco d e 
lectura. Las secuencias control y otras secuencias reguladoras pueden unirse a la secuencia codificadora antes de 
la inserción en un vector. Como alternativa, la secuencia codificadora se puede clonar directamente en un vector de 25 
expresión que ya contiene las secuencias control y un sitio de restricción adecuado.  

Las mol éculas se pue den expresar e n un a ampl ia vari edad d e sistem as, inclu idos sistemas de e xpresión d e 
insectos, mamíferos, bacteria s, virus y levaduras, todos b ien conocidos en la  técnica. Por ejem plo, los sistemas de 
expresión e n célul as de i nsectos, tales co mo los sistem as de bac ulovirus, son cono cidos p ara el experto e n la 
técnica y se d escriben en, p or ejemplo, Summers y Smith, Texas Agricultural Experiment Station Bu lletin No. 1555 30 
(1987). Materi ales y procedimientos para  los sistemas  de e xpresión en célu las d e insecto/baculovirus est án 
disponibles co mercialmente en form a d e k it de, entre otr os, Invitrog en, San  Di ego C A (kit "Ma xBac"). De form a 
similar, los sistemas de expresión en bacterias y células de mamífero son bien conocidos en la técnica y se describe 
en, por ejemplo, Sambrook y col., ant. Los sistemas de expresión en levaduras también se conocen en la técnica y 
se describen en, por ejemplo, Yeast Genetic Engineering (Barr y col., eds., 1989) Butterworths, London..  35 

También se c onocen u na s erie d e cél ulas huésp ed adecuadas co n l os sistemas a nteriores. Por ejem plo, e n la  
técnica s e co nocen líne as celulares de mamífero e i ncluyen líne as de cé lulas in mortalizadas disponibles e n l a 
Colección Americana de Cultivos Tipo (ATCC), tales com o, entre otras, c élulas de ovario de hámster chino (CHO), 
células H eLa, célu las d e ri ñón de cría de hámster (B HK), célu las d e riñ ón de m ono ( COS), célul as d e ri ñón 
embrionario h umano, célul as de carcinom a hep atocelular humano (p. ej., Hep G2), células de riñ ón bov ino d e 40 
MAdin-Darby ( “MDBK”), además de otras.  De igual forma , con los p resentes co nstructos de e xpresión pue den 
encontrar util idad h uéspedes bacteri anos t ales c omo E. coli, Baci llus subtilis y Stre ptococcus s pp. Las cé lulas 
huésped de  le vaduras útil es en l a pr esente inv ención incluyen, entre otras, sacchar omyces cer evisiae, C andida 
albicans, C andida maltas e, Hans enula polymorpha, Kl uyveromyces fragilis, Kluy veromyces lactis, Pichia 
guillerimondii, Pichia pastoris, Schizosaccharomyces pombe y Yarrowia lipolytica. Entre las célu las de  insecto par a 45 
usar con los vectores de expresión de baculovirus se incluyen Aedes aegypti, Autographa californica, Bombyx mori, 
Drosophila melanogaster, Spodoptera frugiperda y Trichoplusia ni  

Las moléculas de ácido nucleico que comprenden las secuencias de nucleótidos de interés se pueden integrar de 
forma estable en el genoma de una célula huésped o se pueden mantener en un elemento episomal estable en una 
célula h uésped adec uada u sando vari as técnic as de l iberación g énica bien c onocidas en la técn ica. Véase, por  50 
ejemplo, la patente de EE.UU. nº 5.399.346. 

Según el sist ema de e xpresión y el huésped seleccionado, las mol éculas son pr oducidas por c élulas huésped en 
crecimiento transformadas por un vector de expresión descrito en lo que antecede en las condiciones en las que se 
expresa la proteína. La proteína expresada se aísla después en la  cé lula huésped y se purifica. Si el sistema de 
expresó secreta la proteína en el medio de crecimiento, el producto se puede purificar directamente del medio. Si no 55 
se secreta, se  puede ais lar de lisados celulares. La sel ección de las c ondiciones de crecimiento adecuadas y los  
procedimientos de recuperación están dentro de la experiencia en la técnica. 

Se ha descrito la producción recombinante de varios antígenos del VHC, incluidos antígenos usados en las diversas 
fusiones d escritas ant eriormente. Vé ase, por e jemplo, l as pu blicaciones in ternacionales nº W O 9 4/01778, W O 
93/00365, WO 04/00547 y WO 01/38360; las patentes d e EE.UU. nº 5.350.67 1, 5.683.864, 6.346.375, 6.150.087, 60 
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6.514.731, 6.4 28.792 y 6.632.601; Chien y col., J. Gastr oent. H epatol. (1993) 8:S 33-39; C hien, D.Y ., publ icación 
internacional nº W O 94/01778; Chien y col. , Proc. Natl. Acad Sci. USA (199 2) 89:10011-10015. Un proce dimiento 
preferido de producir polipéptidos de NS3 modificados se describe en el Ejemplo 1. 

Ensayos inmunodiagnósticos 

Una vez que se han producido, los antígenos del VHC pueden usarse en casi cualquier formato de ensayo que usa 5 
un antígeno conocido para detectar anticuerpos. Una característica común a todos estos ensayos es que el antígeno 
se po ne en c ontacto co n el componente d el cu erpo de l que s e sos pecha q ue c ontiene a nticuerpos anti-VH C e n 
condiciones q ue permit an q ue el a ntígeno se una a c ualquier antic uerpo pr esente en el comp onente. Dic has 
condiciones normalmente serán la temp eratura fisio lógica, pH y fuerza iónica usando un exceso de antígeno. A la 
incubación del antígeno con la muestra le sigue la detección de complejos inmunitarios formados con el antígeno.  10 

El diseño de los inmunoensayos está sujeto a una gran cantidad de variaciones y en la técnica se conocen muchos 
formatos. Por ejemplo, los formatos pueden usar soportes sólidos o inmunoprecipitación. La mayoría de los ensayos 
implican el us o d e a nticuerpos o p olipéptidos m arcados; los marc adores p ueden s er, por ejemplo, moléc ulas 
enzimáticas, fluorescentes, quimioluminiscentes, radioactivos o colorantes, como se tr ata con detalle anteriormente. 
También se c onocen ensayos amp lifican l as señ ales de l compl ejo inmunitarios, ej emplos de l os cu ales s on l os 15 
ensayos que usan bioti na y avidina, e in munoensayos ma rcados y  mediados por e nzimas, tales como ensayos 
ELISA.  

El inmunoensayo puede ser, sin limit aciones, un formato  heterogéneo u homogéneo, y de un ti po convencional o  
competitivo. E n un  formato heterogéneo, normalmente el p olipéptido se un e a u na matriz o s oporte sóli do para 
facilitar la separación de la muestra de l polipéptido tras la incubación. Para los fin es de la pr esente invenc ión, un 20 
soporte s ólido pue de s er cu alquier m aterial qu e sea una matriz ins oluble y puede t ener una sup erficie rígid a o 
semirígida. Ejemplos de soportes sólidos incluyen, entre otros, sustratos tales como nitrocelulosa (p. ej., en forma de 
membrana o pocillos d e mi crotitulación; p olivinilcloruro ( p. ej., láminas  o pocil los d e microtitulac ión); láte x de  
poliestireno (p.  ej., perlas o p lacas de micro titulación) fl uoruro de p olivinilideno; papel d iazotizado; membranas de  
nylon; perlas activadas, perl as respo ndedoras magn éticamente, y simi lares. Soportes  concretos inc luyen p lacas, 25 
pastillas, discos, capilares, fibras huecas, agujas, alfileres, fibras sólidas, perlas de celulosa, perlas de vidrio poroso, 
geles de sílic e, perlas de poliestireno opcionalmente reticuladas con divinilbenceno, perlas de c opolímero injertado, 
perlas de p oliacrilamida, pe rlas de l átex, perlas d e di metilacrilamida opcio nalmente reticul adas con N-N’- bis-
acriloiletilendiamina y perlas recubiertas con un polímero hidrófobo.  

Si se dese a, las moléc ulas que se va n a aña dir al so porte sólid o se p ueden func ionalizar fáci lmente para crea r 30 
restos de estireno o acrilato, de modo que se permite la incorporación de las moléculas en poliestireno, poliacrilato u 
otros polímer os, tales como poliim ida, po liacriamida, pol ietileno, po livinilo, p olidiacetileno, pol ifenileno-vinileno, 
polipéptido, polisacárido, polisulfona, polipirrol, poliimidazol, politiofeno, poliéter, epoxis, vidrio de sílice, gel de sílice, 
siloxano, polifosfato, hidrogel, agarosa, celulosa y similares.  

Si en los ensayos se usa más de un antígeno del VHC, por ejemplo un polipéptido NS3 modificado y un MEFA u otro 35 
antígeno del VHC, los antígenos se pueden proporcionar sobre el mismo sustrato sólido o sobre diferentes sustratos 
sólidos que se combinan en el ensayo. Por tanto, por e jemplo, los antígenos pueden estar presentes en forma de 
entidades pequeñas sobre, por ejemplo, una placa, o puede estar prese ntes en forma de, por ejemplo, microperlas 
individuales que se añaden para el uso en el ensayo de interés.  

En un contexto, como se representa en la Figura 2, primero se hace reaccionar un soporte sólido con los antígenos 40 
del VHC, tales  como un polip éptido NS3 modificado,  por ejemplo NS3PI.1165 o d.4a.t.N S3PI.1165, y un MEFA, tal 
como MMEF A 7,1 (en conju nto den ominados en el pr esente doc umento “los comp onentes de fa se sólid a”) en  
condiciones de unión adecuadas de modo que las moléculas queden suficientemente inmovilizadas sobre el soporte. 
En ocasiones, la inmovilización sobre e l soporte se puede potenciar acoplando primero el antígeno a una proteína 
con mej ores p ropiedades d e unió n en fas e sóli da. Prote ínas de ac oplamiento ad ecuadas i ncluyen, entre otras,  45 
macromoléculas tales como seroalbúminas, incluida seroalbúmina bovina (BSA), hemocianina de lapa californiana, 
moléculas de inmunoglobulina, tiroglobulina, ovoalbúmina y otras proteínas bien conocidas para los expertos en la  
técnica. Otros reactivos qu e se pue den usar para u nir moléculas al soporte i ncluyen po lisacáridos, ácido s 
polilácticos, ácidos poliglicólicos, aminoácidos poliméricos, copolímeros de aminoácidos y similares. Los expertos en 
la técnica conocen bien dichas moléculas y procedimientos de acoplamiento de estas moléculas a antígenos. Véase, 50 
por e jemplo, Brinkley, M.A. ( 1992) Bioconjugate Chem. 3:2-13; Hashida y col. (1984) J . Appl. Bi ochem. 6:56-63; y 
Anjaneyulu y Staros (1987) International J. of Peptide and Protein Res. 30:117-124.  

Después d e la  reacció n del soporte só lido con los com ponentes d e fas e sóli da, medi ante lav ado se  elimin an d el 
soporte todos los componentes de fase sól ida no i nmovilizados y, después, los compo nentes unidos al soporte se 
ponen e n con tacto con un a muestra bi ológica de l a q ue se sos pecha qu e co ntiene antic uerpos anti-VH C 55 
(denominados en conjunto en el  presente documento “moléculas l igando”) en condiciones de unión adecuadas. Si  
en la muestra hay anticuerpos frente al VHC, formarán un complejo con los antígenos del V HC. Después de lavar 
para eliminar todas las moléculas ligando no unidas se añaden los anticuerpos marcados de forma detectable, tales 
como antic uerpos anti- xenogénicos (p. ej., anti-h umanos) que rec onocen un epítop o so bre antic uerpos anti-VHC.  
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Estos anticuerpos se unen debido a la formación del complejo.  

En la Figura 12 se muestra otro formato de ensayo. Este formato  de ensayo, bien conocido en la  técnica, usa un 
soporte sólido recubierto con estreptavidina que ha reaccionado con anticuerpos marcados con biotina que se unen 
a NS3 modificada y, opcionalmente, a un MEFA, tal como MEFA 7,1. La muestra se añade en condiciones de unión 
adecuadas. Si  en la muestr a ha y anticuerpos frente al VHC, formará n un comp lejo con los antíg enos d el VHC. 5 
Después de lavar para eliminar todas las moléculas ligando no unidas se añaden los anticuerpos marcados de forma 
detectable, como se ha descrito anteriormente.  

En un form ato homo géneo, l a muestra de prueba se  inc uba con l a co mbinación d e antígenos e n solución. Po r 
ejemplo, puede ser en condiciones que precipiten cualquier complejo antígeno-anticuerpo que se haya formado. En 
la técnica también se conocen formatos tanto convencionales como competitivos para los ensayos homogéneos. 10 

En un formato convencional, la cantid ad de anticuerpos frente al VH C que forman e l complejo antígeno-anticuerpo 
está co ntrolada d irectamente. Esto se puede c onseguir determinando su l os a nticuerpos anti-xenogénicos (p. ej., 
anti-humanos) que reconocen un epítopo sobre anticuerpos anti-VHC se unirán debido a la formación del complejo. 
En un  formato  competitiv o, l a canti dad d e anticuerpos co ntra el VHC en la m uestra s e de duce mo nitorizando el  
efecto de la competición sobre la unión de una cantidad conocida de anticuerpo marcado (u otro ligando competitivo) 15 
en el complejo.  

Más particularmente, los  complejos formados que comprenden anticuerpo anti-VHC (o, en e l caso de los ensayos 
competitivos, la cantid ad de  anticuer po co mpetitivo) se detectan me diante cua lquiera de un a seri e de técnic as 
conocidas, d ependiendo de l formato. Por ejemplo, l os a nticuerpos fren te al VHC no marcados en el comp lejo se  
pueden detectar usando un conjugado de  Ig anti- xenogeneica en complejo con un marcador (p. ej., un  marcador 20 
enzimático). E n un form ato de e nsayo de inmunoprecipitación o a glutinación, la re acción entre l os a ntígenos del 
VCH t e l anticuerpo forma una red que precipita en la solución o suspensión y forma una capa o película visible de 
precipitado. Si no hay anticuerpo anti-VHC presente en la muestra de prueba, no se forma ningún precipitado visible. 
Los reactivos de ensayo descritos con anterioridad, incluido el soporte sólido de inmu noensayo con anticuerpos y 
antígenos unidos, así como los anticuerpos y antígenos que se van a hacer reaccionar con la muestra capturada, se 25 
pueden prop orcionar en kit, con instrucc iones ad ecuadas y ot ros react ivos nec esarios, con el fin d e real izar lo s 
inmunoensayos tal como se ha descrito anteriormente. Normalmente el kit contendrá en contenedores separados la 
combinación de antígenos (ya unidos a una matriz s ólida o p or separado con reactivos para su unión a la matriz), 
formulaciones de anticuerpo control (positivos y/o negativos), anticuerpos marcados cuando el formato de ensayo lo 
requiere y r eactivos ge neradores d e se ñal (p. ej., sustrato enz imático) si el marc ador n o g enera un a se ñal 30 
directamente. Normalmente en el kit vienen incluidas las instrucciones (p. ej., por escrito, cinta, VCR, CD-ROM etc.) 
para llevar a cabo el ensayo. El kit también puede contener, según el inmunoensayo concreto usado, otros reactivos 
y materiales envasados (es decir, tampones de l avado y similares). Los inmunoensayos estándar, como los que se 
han descrito en lo que antecede, se pueden realizar usando estos kits.  

III. Parte experimental 35 

A continu ación se enc uentran ej emplos de formas d e realiz ación e specíficas par a llev ar a ca bo la pr esente 
invención. Los ejemplos se ofrecen únicamente con fines ilustrativos y no están destinados a limitar el ámbito de la 
presente invención de ningún modo.  

Se h an rea lizado esfu erzos par a as egurar la  prec isión con r especto a l os n úmeros usa dos (p. e j., cantida des, 
temperaturas, etc.), pero, por supuesto, se pemiten algunos errores y desviaciones experimentales.  40 

Ejemplo 1 

Producción de proteínas NS3 modificadas 

I. NS34aPI  

NS34aPI, con  mutacio nes e n el d ominio helicasa de N S3 per o no en el d ominio proteasa, se p rodujo p ara l a 
expresión en el vector d e expres ión de leva duras pBS 24.1, del siguiente. NS3 4aPI inclu ye la s ecuencia d e 45 
aminoácidos p ara el pol ipéptido NS3/4a n ativo, con la excepción d e que el  ami noácido T hr-1428 y Ser- 1429, 
numerados respecto a la secuencia de longitud completa del VHC-1, han mutado a Pro e Il e, respectivamente. el 
vector de e xpresión de lev aduras pBS24.1 contiene 2 sec uencias para la repl icación autónoma en l evaduras y los 
genes de lev aduras l eu2-d y URA3 como marcadores se leccionables. El gen d e la -lactamasa y el orige n de  
replicación d e ColE 1, req uerido para la r eplicación d el plásmido e n b acterias, tambi én están presentes en este 50 
vector de expresión. El plásmido pd.hcvla.ns3ns4aPI, que codifica NS34aPI, se produjo del siguiente modo. Se usó 
un procedimiento de dos etapas. Primera, se lig aron las siguientes piezas de A DN: (a ) o ligonucleótidos sintéticos 
que proporcionarían un sitio de clonación HindIII en 5’, segu ido de una secuencia ACAAAACAAA (SEC ID Nº 12), el  
iniciador ATG, y los codones para VHC1a, comenzando con el aminoácido 1027 y continuando a un sitio BglI en el 
aminoácido 1046; (b) un frag mento de restri cción de 683 b p BglI-ClaI (que codifica los amin oácidos 1046-1274) de 55 
pAcHLTns3ns4aPI; y (c) u n vector pSP72 (Promega, Madison, WI, GenBank/EMBL Número de Registro X65332) 
que se ha digerido con HindIII y ClaI, desfosforilado y purificado en gel. El plásmido pAcHLTns3ns4aPI se obtuvo de 
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pAcHLT, un vector de expresión en baculovirus disponible comercialmente en BD Pharmin-gen (San Diego, CA). En 
concreto, se prepar ó un vec tor pAcHLT  E coRI-PstI, así como los fragmentos siguientes: EcoRI-Alw nI, 935 pb 
correspondiente a los aminoá cidos 1027-1336 del genoma del VHC- 1; AlwnI-SacII, 247 pb, corres pondiente a los  
aminoácidos 1336-1419 de l genoma de l VHC-1; HinfI-Bg lI, 175 pb, correspo ndiente a los aminoácidos 1449-1509 
del genoma del VHC-1; BglI-PstI, 619 pb , correspondiente a los aminoácidos 1510-1711 del geno ma del VHC-1, 5 
más el co dón de terminación de la tra nscripción. Un frag mento de 91 pb generado sintéticamente con SacII-HinfI 
correspondiente a los aminoácidos 1420-1448 de l genoma de VHC-1 y que contiene las m utaciones PI (T hr-1428 
mutada a Pro, Ser-1429 mutada a Ile), se un ió con el fragmento HinfI-BglI de 175 pb y el fragmento BglI-PstI de 619 
pb descritos anteriormente y subclonados en un vector pG EM-5Zf (+) digerido con SacII y PstI. pGEM-5Zf(+) es un 
vector de E. coli disponibl e comercialmente (Promega, Madison, WI, GenBank/EMBL Número de Registro X65308). 10 
Tras la transformación de las células HB101 competentes, el an álisis de minicribado de los cl ones individuales y la 
verificación de la sec uencia, un fragm ento SacII-PstI de 885 pb del clo n 2 d e pGEM 5.PI se pur ificó en gel. Est e 
fragmento se ligó con el fragmento de 935 pb de Ec oRI-AlwnI, el fragme nto de 2 47 pb de Al wnI-SacII y  el vector  
pAcHLT EcoRI-PstI, como se ha descrito anteriormente. La construcción resultante se denominó pAcHLTns3ns4aPI.  

La mezcla de unión anterior se transformó en células HB101 competentes y se sembró en placas de agar Luria que 15 
contienen 100 g/ml de ampicilina. Los análisis miniprep de los clones individuales condujeron a la identificación de 
supuestos posi tivos, dos de l os cual es se amplific aron. El ADN plasmíd ico para pSP 72 1aHC, se pr epararon l os 
clones nº 1 y 2 con un kit Qiagen Maxip y se secuenciaron.  

Después, se ligaron los siguient es fragm entos: (a) un fragmento HindIII-ClaI de 761 pb de pSP721aHC #1 
(pSP72.1aHC se generó uni endo los s iguientes: pSP72 que se había digerido con HindIII y ClaI, oligonucleótidos  20 
sintéticos que proporcionarían un sitio de clonac ión HindIII en 5’, seguido de una se cuencia ACAAAACAAA (SEC ID 
Nº 12), el codón de iniciación ATG, y los codones para VHC1a, comenzando con el aminoácido 1027 y continuando 
a un sitio B glI en el amin oácido 10 46, y un fragment o de restricció n BglI-Cl aI de  683 bp ( que codifica l os 
aminoácidos 1046- 1274) de pAcHLTns3ns4aPI); (b) un fragmento B amHI-HindIII de 1353 pb par a el pr omotor 
híbrido de l evaduras ADH 2/GAPDH; (c) un fragme nto C laI-SalI d e 13 20 pb (q ue co ntiene l os ami noácidos 1 046-25 
1711 del VHC1a con la Thr 1428 mutada a Pro y la ser 1429 mutada a I le) de pAcHLTns3ns4aPI; y (d) el vector de 
expresión en levaduras pBS24.1 q ue s e h abía d igerido con Bam HI y SalI, desfosfor ilado y p urificado e n g el. L a 
mezcla de unión se transformó en células HB101 competentes y se sembró en placas de agar Luria que contienen 
100 g/ml de ampicilina. Los análisis miniprep. De los c lones individuales condujeron a la i dentificación de c lones 
con el inserto BamHI-SalI de  3446 pb que estaba compuesto por el promotor ADH2/GAPDH, el codón de iniciación 30 
ATG y NS34a de VHC1a de los aminoácidos 1027-1711, co la Thr 1428 mutada a Pro y la Ser 1429 mutada a Ile. La 
construcción resultante se denominó pd.HCV1a.ns3ns4aPI.  

La cep a AD3  de S. cerevi siae se tra nsformó con pd.HCV1a.ns3ns4aPI y los tra nsformantes s encillos s e 
comprobaron para detector l a e xpresión tr as la depleción de  gl ucosa en e l me dio. La proteí na r ecombinante se 
expresó a  n iveles altos en levaduras, detectado mediante tinción con azul de Coomassie y se confirmó mediante 35 
análisis de inmunotransferencia usando un anticuerpo policlonal frente al dominio helicasa de NS3.  

La proteína NS3/4a se purificó del siguiente modo. Las células de S. cerevisiae anteriores que expresan la proteína 
NS34aPI se re cogieron y las células se s uspendieron en tampón de lisis (Tris 50 mM, pH 8,0, N aCl, 0,5 M, EDT A 
1mM, PMSF  1 mM, pepstati na 0,1 M, le upeptina 1 M) y se lisaron en u n D yno-Mill (Wab Wi lly A. Bachofo n, 
Basilea, Suiza ) o un apar ato equiv alente u sando perl as de vi drio, a un a prop orción d e 1:1:1 de cél ulas:tampón: 40 
perlas d e v idrio d e 0,5 mm. El lis ado s e c entrifugó a 30100 x g d urante 30  min utos a 4  ºC y el se dimento q ue 
contenía la fracción de proteína insoluble se añadió al tampón de lavado (6 ml/g peso inicial del sedimento celular) y 
se agitó a tem peratura ambiente durante 15 minutos. El  tampón de lavado consistió en NaPO4 50 mM, a p H 8,0,  
NaCl 0,3M, ß-mercaptoetanol 5 mM, 10% de glicerol  octilglucósido al 0,05 %, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM, pepstatina 
0,1 M, leupeptina 1 M. 45 

Los resi duos celul ares se eliminaron me diante centrifu gación a 3 0.100 x g dur ante 30 min utos a 4 ºC. E  
sobrenadante se desechó y se conservó el precipitado.  

La proteína s e e xtrajo d el pr ecipitado d el s iguiente mo do. Se añadió ta mpón de  e xtracción 6 m l/g t  se agitó a 
temperatura ambiente durante 15 minutos. El tampón de extracción consistió en Tris 50 mM, p H 8,0, NaCl 1M, ß-
mercaptoetanol 5 mM, 10% de gl icerol, ED TA 1 mM, PMSF  1 mM, pepstatina 0,1 M, leup eptina 1 M. Esto se  50 
centrifugó a 30.100 c g durante 30 minutos a 4 ºC. El sobrenadante se conservó y se añadió sulfato amónico al 17,5 
% usando la fórmula siguiente: Volumen del sobrenadante (ml) multiplicado por  x % de su lfato amónico/(1-x% de 
sulfato amónico)= Ml d e su lfato am ónico s aturado 4, 1M para añ adir al  sobr enadante. Gota a gota se a ñadió el 
sulfato amónico en agitación en hie lo y la  solución se agitó en hielo durante 10 minutos, La solución se centrifugó a 
17.700 x g durante 30 minutos a 4 ºC y el precipitado se conservó y se almacenó a una temperatura de 2 ºC a 8 ºC 55 
durante hasta 48 horas. 

El precipitado se resuspendió y pasó por una columna de poli U (Sefarosa 4B Poli U, A mersham Pharmacia) a 4 ºC  
del siguiente modo. El pr ecipitado se resu spendió en 6 ml de tamp ón de equilibrado poli U por gr amo de p eso de 
precipitado. El  tampón d e e quilibrado c onsistió en HEPES 25 mM a pH 8,0, Na Cl 200 mM, DT T 5 mM (fresco 
añadido), 10% de g licerol, 1,2 de octilglucósido. La solución se agitó a 4 ºC dur ante 15 minutos y se centrifugó a  60 
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31.000 x g durante 30 minutos a 4 ºC. 

Se preparó una columna de Poli U (1 ml de resina por gramo de peso del precipitado de partida). El caudal lineal fue 
60 cm/h y el caudal de empaquetamiento fue 133 % de 60 cm/h. La columna se equilibró con tampón de equilibrado 
y e l so brenadante d el precipitado d e sulfato amó nico resusp endido s e carg ó so bre la co lumna e quilibrada. La 
columna se lavó hasta el nivel basal con el tampón de equilibrado y la proteína eluyó con una etapa de elución en el 5 
siguiente tampón de eluc ión de poli U: HEPES 25 mM a pH  8,0, NaCl 1M, D TT 5 mM (fresco añadido), 10% de 
glicerol, 1,2 de octilg lucósido. El e luado de la columna se pasó con SDS-PAGE (con ti nción de Coomassie) y las 
alícuotas s e cong elaron y a lmacenaron a -80 ºC. La pr esencia d e la  proteína NS 34aPI se confir mó medi ante 
transferencia de tipo W estern usando un anticuerpo po liclonal d irigido contra el dom inio de la NS 3 proteasa y un 
anticuerpo monoclonal contra el epítopo 5-1-1 (VHC4a).  10 

Adicionalmente, la actividad de la enzima prote asa s e monitorizó dur ante la purific ación d el s iguiente m odo. Un 
péptido NS4a (KKGS-VVIVGRIVLSGKPAIIPKK, SEC ID Nº 13) y la m uestra que contenía la proteína NS34aPI se 
diluyeron en 90 l del tampón de reacción (Tris 25 mM, pH 7,5, NaCl 0,15M, EDTA 0,5 mM, 10% de glicerol, 0,05 n-
dodecil-B-D-Maltósido, DTT 5 mM) y se dejó mezclar durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se añadieron 90 
l de la mezc la a una placa de microtitulación (Costar, Inc., Coming, NY)  y se añadieron 10 l del sustrato del VHC 15 
(AnaSpec, Inc., San Jose C A). La plac a s e mezcló y l eyó en u n lect or de p lacas F luostar. Los resultados s e 
expresaron como unidades de fluorescencia relativa (UFR) por minuto.  

Usando estos procedimientos, el producto de la extracción con NaCl 1M que contenía actividad de 3,7 UFR/min, el 
precipitado de sulfato amónico tenía una actividad de 7,5 UF R/min y el producto de la purificación con poliU tenía 
una actividad de 18,5 UFR/min. 20 

II. Antígenos NS3 modificados con mutaciones en el dominio de proteasa 

Los antígenos NS3 m odificados, c on una mutaci ón e n el  d ominio de NS 3 proteasa, se produjeron us ando 
mutagénesis dirigida de la secuencia de NS 34aPI descrita anteriormente. En p articular, el codón para la Ser-1165, 
en la tríad a ca talítica de l a p roteasa, se m utó a u n codón de Al a. Un d iagrama de la construcción  NS34aPI que 
incluye una sustitución de Ala por Ser en la posición 1165 se muestra en la Figura 4A. La secuencia de nucleótidos y 25 
la corres pondiente sec uencia de am inoácidos d e esta construcción s e muestra n e n las F iguras 5A-5C. Esta  
construcción se denominó "NS34aPI. 1165."  

Adicionalmente se produjo la proteína NS3 modificada representada en la Figura 4C. Como con la proteína descrita 
anteriormente, esta N S3 modificada también incluía la mutación PI en  el dominio he licasa. La proteína incluía los 
aminoácidos 1678-1690 de NS4a, seguido de la s ecuencia de am inoácidos SGS, desp ués los aminoácidos 1029 a 30 
1657 de NS3. La secuencia SGS proporciona una secuencia ligadora flexible que permite que el polipéptido NS4a 
se pl iegue en  el b olsito d entro de  la  prote asa par a crear una m olécula enzimáticamente activa. L a s ecuencia de 
nucleótidos y la correspondiente secuencia de aminoácidos de la proteína se muestran  en las F iguras 7A-7C. Est a 
construcción se denominó "d.4a.t.NS3PI.1165."  

Por último, una proteína NS3 modificada, mostrada en la Figura 4B, que incluía la sustitución Ala en el aminoácido 35 
1165, así c omo l as sustituc iones PI en  e l domi nio h elicasa, se  pro dujo d el s iguiente mo do. L a s ecuencia d e 
nucleótidos y la correspondiente secuencia de aminoácidos de esta proteína se muestran en las Figuras 6A-6C. Esta 
construcción se denominó "NS3PI.1165.”  

Para construir el vector de expresión en levaduras NS3PI.1165 se realizaron las etapas siguientes. En primer lugar, 
se generó el plásmido pSP72NS3NS4a.P I.HindIII/ClaI nº 9 mediante unión de un fragmento BglI/ClaI (aislado de 40 
pAcHLT NS3NS4aPI, descrito anteriorment e) con un oligonucleótido sintético HindIII/BglI de 97 pb (más adelante), 
después se transformó en HB101.  

AGCTTACAAAACAAAATGCATCACCATCACCATCACGCGCC HBgI-1 (SEC ID Nº 14)  

 

Hbgl-2 (SEC ID Nº 15)  45 

 

Hbgl-5 (SEC ID Nº 16)  

 

AGGCTGGTGATTATGCACCCTAGGAGGCCCCTTGTCTGCTGG Hbgl-6 (SEC ID Nº 17)  
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Después de minicribados y la confirmación de la secuencia, el plásmido pSP72NS3NS4a.PIHindIII/ClaI nº 9 se volvió 
a transformar en células competentes SCS110 de E. coli que se habían sometido a metilación Dam-.  Este plásmido 
se us ó después como  mol de par a mut ar l a Seri na 1165 de la tría da c atalítica d e la NS3 pr oteasa de VH C1a e n 
Alanina usando mutagénesis dirigida (GeneTailor Site-Directed Mutagenesis, Invitrogen, San Diego CA), usando los 
siguientes cebadores para PCR:  5 

5’ TTTCCTACTTGAAAGGCTCCgcaGGGGGTCCGCT3’ (SEC ID Nº 18)  

3’GGGGCCGGGTAAAGGATGAACTTTCCGAGG5’ (SEC ID Nº 19)  

Después de l os aná lisis d e minicrib ado y la verificaci ón de la secue ncia, el clon co n la secue ncia correcta se  
denominó pS P72NS3NS4aPImut1165 nº  32. Después, este plásmido se digirió c on HindIII y A vrII (BlnI) par a 
preparar un v ector para u nión con u n oli gonucleótido si ntético de 5 8 pares d e base s que cod ifica los 14 aa d el 10 
extremo N del dominio NS3 del VHC1a original, usando los codones preferidos de levaduras.  

 

HA-1 (SEC ID Nº 20)  

 

 15 

HA-2 (SEC ID Nº 21)  

Después de la transformación en HB101, los análisis de minicribado y la verificación de la secuencia, el plásmido 
nuevo con la secuencia correcta se denominó pSP72H3/ClaINS3mut1165 #15. Dado que el s itio ClaI de l dominio 
NS3 de VHC 1a está metila do, se usaron células comp etentes de E. coli SCS1 10 p ara transforma r el subclo n 
pSP72H3/ClaINS3mut1165 #15. Después, este plásmido se digirió con HindIII y ClaI para preparar un fragmento de 20 
761 pb.  

En se gundo lugar, un fra gmento C laI/EagI de 1129 pb se aisló d el pl ásmido de e xpresión d e bacu lovirus 
pAcHLTns3ns4aPI. El fragmento ClaI/EagI se unió con un oligonucleótido sintético de 195 pb que codifica el extremo 
C del dominio de NS3 más el péptido NS4a en e l vector pSP72 ClaI/SalI para cr ear el subclon pSP72NS3NS4aPI 
ClaI/EagI #3 0 que se vo lvió a transformar en cél ulas co mpetentes SC S110, un a cep a en la q ue el  sitio ClaI  no 25 
estaba metilado como lo estaba en HB101:  

 

PI3p-1 (SEC ID Nº 22) 

 

PI3p-2 (SEC ID Nº 23) 30 

 

PI3p-3 (SEC ID Nº 24) 

 

PI3p-4 (SEC ID Nº 25) 

CGAGAGTTCGATGAGATGGAAGAGTGCTGATAAG PI3p-5 (SEC ID Nº 26)  35 
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PI3p-6 (SEC ID Nº 27) 

A partir de este plásmido se preparó un vector mediante digestión con las enzimas de restricción Ava3 y SalI, de 
modo que se e liminó el dominio NS4a. En e ste vector se unió un oligonucleótido sintético de 37 p b y se transformó 
en HB101.  5 

TGTCGGCCGACCTGGAGGTCGTCACGTGATAAG avsal-1 (SEC ID Nº 28)  

TCGACTTATCACGTGACGACCTCCAGGTCGGCCGACATGCA avsal-2 (SEC ID Nº 29)  

Después de análisis de min icribado y confirmación de secuencia se generó el subclon nº 10 1 de pSP72 C laI/SalI 
NS3PI. Este pl ásmido se vo lvió a tra nsformar de n uevo en SCS110, como se ha d escrito anteriormente para a islar 
un fragmento ClaI/SalI de 1320 pb.  10 

Por último, el promotor BamHI/HindIII ADH2/GAPDH, el fr agmento HindIII/ClaI de 761 pb y el fragmento ClaI/SalI d 
1320 pb se u nieron en el ve ctor de expres ión en l evaduras pBS24.1 B amHI/SalI y se  transformó usand o la cep a 
HB101 de E. coli d e célu las competent es. Los aná lisis miniprep. de l as colo nias i ndividuales co ndujeron a l a 
identificación de los clones con un fragmento previsto de 3284 pb. La construcción se denominó pd.NS3PI.1165 #21. 
La e xpresión en la cep a AD· de levad uras S. cerevisi ae se compro bó como se h a descrito a nteriormente par a 15 
pd.HCV1a.ns3ns4aPI.  

El plásmido de expresión en levaduras . 4a.t.NS3PI.1165 se produjo del siguiente modo. Un ol igonucleótido sintético 
de 100 pb que codificaba el péptido NS4a, seguido de la secuencia de amin oácidos Ser-Gly-Ser y los aminoácidos 
1029-1039 del dominio NS 3 se unieron en el vect or pSP72N S3NS4aPImut1165 #32 HindIII/AvrII (descrit o 
anteriormente) y se transformaron en HB101.  20 

AGCTTACAAAACAAAATGGGCTGCGTG HA-5 (SEC ID Nº 30)  

GACCCTGCCCACTATGACCACGCAGCCCATTTTGTTTTGTA HA-6 (SEC ID Nº 31)  

 

HA-7 (SEC ID Nº 32)  

 25 

HA-8 (SEC ID Nº 33)  

Después de análisis de minicribado y confirmación de secuencia se generó pSP724a-t-NS3PI.1165 #14. Después, el 
consiguiente plásmido se tr ansformó en SCS 110 por los motivos descritos anteriormente y se aisló un fragmento 
HindIII/ClaI de 803 pb. Par a crear el  plásmido de expresión en levaduras d.4a.t.NS3PI.1165, el promotor  
ADH2/GAPDH BamHI/HindIII se ligó con el fragmento HindIII/ClaI de 803 pb y el fragmento ClaI/SalI de 1158 pb que 30 
codifica e l extremo 3’ de la  reg ión NS 3PI en  e l vector  de expresión en levaduras pAB24 Bam HI/SalI. pd.4 a-t-
ns3.1165 #4 s e transformó  e n la c epa d e l evaduras A D3 de S. cer evisiae y s e comrp obaron los tra nsformantes 
sencillos para determinar la expresión como se ha descrito anteriormente para pd.HCV1a.ns3ns4aPI.  

Las proteínas se purificaron como se ha descrito en lo que antecede. Todas las proteínas mutantes tenían niveles de 
expresión en  l evaduras s imilares a  los  de  NS34aPI y se purificaron has ta un a p ureza similar a N S34aPI (pur eza 35 
superior al 90 %). El SDS-PAGE y  la transferencia Western confirmó l a ausencia de  actividad prot eolítica de  los 
polipéptidos NS3 modificados.  En particul ar, se dem ostró que NS34aPI.1165 era la proteína de longitud completa 
sin escin dir, y NS3PI.1165 y NS3 4aPI 11 65 no  escindieron el MEF A 7.1. P or ta nto, las  pr oteínas mod ificadas 
carecían de actividad proteolítica.  

Ejemplo 2 40 

Inmunoensayos usando los antígenos mutados del VHC 

Los antígenos del VHC y, en algunos casos según se especifique, el antígeno MEFA 7.1, se introdujeron en placas 
para inmunoensayo del siguiente modo.  El MEF A 7.1 se produjo como se ha d escrito en la patente de EE.UU. nº  
6.632.601. MEFA 7.1 es un sustrato natural de l a proteasa NS3. El tam pón de revestimiento del VHC (NaPO4 5 0 
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mM a p H 7,0, EDT A 0,2 m M y 0,1 % d e cloroacetamida) se filtró  a  través de una unidad de  filtro de 0,22 . A 
continuación, secuencialmente se añadieron los reactivos siguientes al tampón de revestimiento del VHC y se agitó 
tras cada ad ición: 2 g/ml de BSA-sulfhi drilo mod ificado, de una so lución d e 10 mg /ml (Ba yer C orp. Pente x, 
Kankakee, Illinois); DTT 5 mM de u na solución 1M (Sigma, St. Louis, MO); 0,45 g/ml de NS3/4a (concentración de 
proteína de 0,3 mg/ml); 0,375 g/ml de MEFA 7.1 (concent ración de proteína de 1 mg/ml ). La solución final se agitó 5 
a temperatura ambiente durante 15 minutos.  

A cada pocillo de una placa de fondo plano de unión alta Costar (Corning Inc., Corning, New York) se añadieron 200 
l de la s olución anterior y las p lacas se  i ncubaron d urante l a n oche e n u na c ámara de  hum edad. Des pués, las 
placas se lavaron con tampón de lavado (1 x PBS, 0.1% TWEEN-20), se dieron golpecitos para secar y se añadieron 
285 l de tampón posrevestimiento Orto (1 x PBS, pH 7,4, 1% BSA, 3% sacarosa).  Las placas se incubaron durante 10 
al menos 1 hora, se d ieron golpecitos y se secaron durante la  noche a 2-8 ºC. Las  placas se introdujeron en una 
bolsa con desecantes para usos futuros.  

Se estudi ó el rend imiento d e los antíge nos NS3 modi ficados e n comp aración con N S34aPI qu e carecía de  la 
mutación  en el dominio proteolítico. Se usaron paneles de muestras de sangre humana disponibles comercialmente 
que estaban i nfectados por VHC. Los p aneles d e PHV mostrados en las tabl as q ue figura n más adelante se  15 
adquirieron en Boston Biomedica, Inc., West Bridgewater, MA (BBI).  

El ensayo del VHC se real izó del si guiente modo: 200 l del tamp ón di luyente de muestras (1 g/l de caseína, 10 0 
mg/l de SOD recombinante humana, 1 g/l de cloroacetamida, 10 g/l de BSA, 500 mg/l de extracto de levadura, 0,366 
g/l de EDT A, 1,162 g/l de K PO4, 5 ml/l de  Tween 2 0, 29 ,22 g/l d e Na Cl, 1,62 7 g/l d e NaPO4, 1 % de SDS) s e 
añadieron a las placas revestidas. Después, se añ adieron 20 l de la m uestra. Esto se incubó a 37ºC durante una 20 
hora. Las placas se lavaron con tampón de lavado (1 x PBS, pH 7,4, 0,1% de Tween-20). Se añadieron 200 l de la 
solución conjugada (una IgG anti-humana de ratón-HRP, tal como IgG anti-humana de ratón-HRP diluida a 1:22.000 
en el sistem a del ensayo O RTHO HCV 3.0 ELISA c on diluyente con jugado en m asa En hanced SAVe (-Cl inical 
Diagnostics, Raritan, New Jersey) y se incubaron durante 60 minutos a  37 ºC. Est o se  lavó como se ha  indicado 
anteriormente y se añadieron 200 l de la s olución sustrato (1 com primido de OPD/10 ml). El comprimido de OPD 25 
contiene o-fen ilendiamina d iclorhidrato y peróxido d e hidrógeno par a el des arrollo de l col or co n la r eacción c on 
peroxidasa d e rába no. Esto se inc ubó durante 3 0 min utos a temp eratura am biente en osc uridad. La re acción se 
detuvo mediante la adición de 50 l de H2SO4 4N y las placas se leyeron a 492 nm respecto a la absorbancia a 690 
nm como control.  

Los resultados se muestran en las T ablas 3-6. En concre to, la T abla 3 muestra los r esultados de una comparación 30 
del ren dimiento en el inm unoensayo de N S3PI.1165 y N S34aPI.1165 f rente a NS3 4aPI. Como se muestra en l a 
Tabla 3, ambos mutantes deficientes en proteasa eran inmunorreactivos y tienen aproximadamente el 80-90 % de la 
reactividad de la molécula control  NS34aPI que conservaba la actividad proteolítica cuando se ha revestido a 2X la 
cantidad. La Tabla 6 mues tra los resulta dos de u na comparación del re ndimiento en el i nmunoensayo de 
d.4a.t.NS3PI.1165, NS3PI.1165 and NS34aPI.1165 frente a NS34aPI. Como se puede ve r en la T abla 6, cuando se 35 
revisten a niveles adecuados, d.4a.t.NS3PI.1165, NS3PI.1165 and NS34aPI.1165 mostraron una inmunorreactividad 
similar a la de NS34aPI con d.4a.t.NS3PI.1165 y muestra la inmunorreactividad más cercana a NS34aPI.  

Como se puede ver en las Tablas 4 y 7, NS3PI.1165,  NS34aPI.1165 y d.4a.t.NS3PI.1165 también alcanzaron una 
inmunorreactividad muy similar a la de NS34aPI cuando se usan en combinación con MEFA 7.1.   

La T abla 5  m uestra los r esultados d e una com paración de l re ndimiento en  el  i nmunoensayo d e NS3PI.1165 y 40 
d.4a.t.NS3PI. 1165 frente a NS34aPI, en los ensay os en comb inación con MEFA 7.1 o si n MEFA 7.1. Como se 
puede ver, ambos mutantes, usados solos o en combinación con MEFA 7.1, alcanzaron una inmunorreactividad muy 
similar a la del NS34aPI nativo. Por tanto, las tres proteínas NS3 analizadas tienen in inmunorreactividad.  

Estas tres proteínas NS3 modificadas tenían actividad helicasa (datos no mostrados), pero estaban desprovistas de 
actividad proteasa. Además, como se mu estra en las F iguras 13 y 14, las proteínas m utantes NS3 m odificadas no 45 
escindieron el MEFA 7.1, un sustrato natural de la NS3 proteasa.  

Según el m ejor conocimiento de los inventores, esta es la  primera demostración de que la i nmunorreactividad y la 
actividad proteasa de NS3 se pueden separar y de que eliminar la actividad de serina proteasa no afecta a los sitios 
de reconocimiento de anticuerpos de la proteína.  

Ejemplo 3 50 

Detección de seroconversión precoz de y comparación con los ensayos disponibles comercialmente 

Los antígenos C33c y C200 son muy inmunorreactivos y los anticuerpos frente a estos antígen os se encuentran en 
los paneles de seroconv ersión precoz.  Por  tanto, el rendimiento de d.4a.t.NS3PI.1165 más MEFA 7.1 o NS34aPI  
más MEF A 7.1 en los inm unoensayos se estudi ó us ando l os pan eles de C33c y C200 bi en c aracterizados 
disponibles comercialmente de muestras de sangre humana infectada por el VHC para evaluar la sensibilidad de la 55 
seroconversión y estos resu ltados se com pararon con lo s obtenidos en los kit de ELISA anti-VHC co merciales. En 

 



25

concreto, el ensayo Abbott PRISM (Abbott Laboratories, Abbott Park, IL) está disponible comercialmente y es un 
ensayo de detección basado en anticuerpos. El ensayo se realizó siguiendo las instrucciones del fabricante. El 
sistema ORTHO HCV Version 3.0 ELISA Test System (HCV 3.0) (Ortho Clinical Diagnostics, Raritan, New Jersey) 
es un ensayo de detección basado en anticuerpos. El ensayo se realizó siguiendo las instrucciones del fabricante.  

Los resultados se muestran en la Tabla 7. Para los paneles estudiados, tanto NS34aPI más MEFA 7.1 como 5
d.4a.t.NS3PI.1165 más MEFA 7.1 detectaron anticuerpos de tipo c33c- y c200 en los paneles de seroconversión 
precoz. Las detecciones se realizaron 2-12 días antes de los ensayos Ortho HCV 3.0 y Abbott Prism.  

TABLA 3: Inmunorreactividad de las proteínas NS3 mutantes introducidas solas sin MEFA 7.1

 NS3 PI.116 NS34a PI.1165  NS34a PI 

 (90 ng) (180 ng) (90 ng) (180 ng)  (90 ng) 

 Señal S/CO Señal S/CO Señal S/CO Señal S/CO  Señal S/CO 

PHV9D4-1 0,024 0,04 0,027 0,04 0,029 0,05 0,037 0,06  0,034 0,054 

PHV904-2 0,023 0,04 0,026 0,04 0,033 0,05 0,037 0,06  0,024 0,038 

PHV904-3 0,523 0,85 0,785 1,28 0,904 1,47 1,041 1,68  1,590 2,560 

PHV904-4 1,002 1,64 1,785 2,90 3,020 4,91 3,211 5,19  3,435 5,532 

PHV904-5 1,521 2,49 2,720 4,42 3,528 5,74 3,559 5,75  3,547 5,711 

PHV904-6 2,076 3,39 3,210 5,22 3,569 5,80 3,582 5,79  3,533 5,689 

PHV904-7 2,466 4,03 3,903 6,35 3,874 6,30 3,874 6,26  3,874 6,238 

PHV913-1 0,012 0,02 0,013 0,02 0,02 0,03 0,026 0,04  0,025 0,041 

PHV913-2 0,013 0,02 0,013 0,02 0,016 0,03 0,022 0,04  0,023 0,037 

PHV913-3 0,044 0,07 0,057 0,09 0,033 0,05 0,053 0,09  0,057 0,092 

PHV913-4 0,182 0,3 0,26 0,42 0,145 0,23 0,175 0,28  0,346 0,557 

PHV914-1 0,012 0,02 0,011 0,02 0,014 0,02 0,023 0,04  0,02 0,032 

PHV914-2 0,012 0,02 0,014 0,02 0,016 0,03 0,018 0,03  0,018 0,029 

IPHV914-3 0,056 0,09 0,085 0,14 0,018 0,03 0,021 0,03  0,086 0,139 

PHV914-4 0,388 0,63 0,606 0,99 0,163 0,27 0,268 0,43  1,732 2,780 

PHV914-5 0,606 0,99 1,040 1,69 0,728 1,18 1,164 1,88  3,098 4,989 

PHV914-6 0,687 1,12 1,186 1,93 0,722 1,17 1,507 2,44  3,314 5,337 

PHV914-7 0,974 1,59 1,536 2,50 2,565 4,17 3,122 5,04  3,442 5,542 

PHV914-8 1,550 2,53 2,510 4,08 3,416 5,55 3,474 5,61  3,453 5,560 

PHV914-9 2,122 3,47 3,098 5,04 3,480 5,66 3,494 5,64  3,486 5,614 

10
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TABLA 4: Inmunorreactividad de las proteínas NS3 mutantes introducidas con MEFA 7.1 

 MEFA 7.1 75 ng MEFA 7.1 75 ng MEFA 7.1 75 ng 

 NS34a PI. 90ng NS.3 PI. 1165 180 NS34a PI.1165 180 ng 

 Seña l S/CO Señal S/CO Señal S/CO 

PHV904- 0,02  0,0 0,02 0,0  0,04 0,0 

PHV904- 0,02  0,0 0,02 0,0  0,04 0,0 

PHV904- 0,78  1,2 1,18 1,9  1,02 1,6 

PHV904- 2,40  3,9 3,29 5,3  3,49 5,5 

PHV904- 3,27  5,3 3,55 5,7  3,61 5,7 

PHV904- 3,43  5,6 3,57 5,8  3,63 5,8 

PHV904- 3,89  6,3 3,88 6,3  3,85 6,1 

PHV913- 0,04  0,0 0,02 0,0  0,04 0,0 

PHV913- 0,27  0,4 0,10 0,1  0,22 0,3 

PHV913- 1,26  2,0 0,60 0,9  1,39 2,2 

PHV913- 1,40  2,3 0,85 1,3  1,76 2,8 

PHV914- 0,01  0,0 0,01 0,0  0,02 0,0 

PHV914- 0,01  0,0 0,01 0,0  0,02 0,0 

IPHV914- 0,02  0,0 0,07 0,1  0,02 0,0 

PHV914- 0,42  0,7 0,97 1,5  0,29 0,4 

PHV914- 1,26  2,0 2,31 3,7  1,63 2,6 

PHV914- 1,50  2,4 2,42 3,9  2,10 3,3 

PHV914- 2,33  3,8 3,04 4,9  3,42 5,4 

PHV914- 3,30  5,4 3,4, 5,5  3,53 5,6 

PHV914- 3,38  5,5 3,47 5,6  3,55 5,6 
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TABLA 5: Inmunorreactividad de las proteínas NS3 mutantes introducidas con MEFA 7.1 (panel izquierdo) o son 
MEFA 7,1 (panel derecho)

NS34a y NS3 mutantes en combinación con MEFA 7.1 NS34aPI y mutantes solos 

 NS34a PI. y 
MEFA 7.1 

NS.3 PI. 1165 y 
MEFA 7.1 

4 a.t. NS3 y 
MEFA 7.1 NS34a PI. NS.3 PI. 

1165 
4 a.t. NS3 
(S11665A) 

 (90 ng) (75 ng) (360 ng) (75 ng) (180 ng) (75 ng) (90 ng) (360 ng) (180 ng) 

 Señal S/CO Señal S/CO Señal S/CO Señal S/CO Señal S/CO Señal S/CO 

PHV9D4-
1

-0,008 -0,01 0,002 0,00 0,029 0,05 0,120 0,019 0,021 0,03 0,059 0,09 

PHV904-
2

-0,007 -0,01 0,006 0,01 0,022 0,04 0,018 0,03 0,100 0,16 0,054 0,09 

PHV904-
3

2,075 3,40 0,833 1,37 1,485 2,46 1,853 2,98 1,784 2,76 1,779 2,81 

PHV904-
4

3,090 5,06 1,753 2,87 2,930 4,85 3,015 4,85 3,127 4,83 3,150 4,97 

PHV904-
5

3,263 5,34 2,820 4,62 3,374 5,59 3,169 5,10 3,472 5,37 3,474 5,48 

PHV904-
6

3,405 5,57 3,297 5,40 3,459 5,73 3,388 5,46 3,483 5,38 3,537 5,58 

PHV904-
7

3,854 6,31 3,860 6,33 3,857 6,38 3,907 6,29 3,881 6,00 3,881 6,12 

PHV913-
1

0,009 0,01 0,010 0,02 0,004 0,01 
0,016 0,03 0,007 0,01 0,019 0,03 

PHV913-
2

0,124 0,20 0,028 0,05 0,091 0,15 
0,017 0,03 0,009 0,01 0,024 0,04 

PHV913-
3

0,739 1,21 0,240 0,39 0,522 0,86 
0,115 0,19 0,099 0,15 0,072 0,11 

PHV913-
4

1,186 1,94 0,297 0,49 0,724 1,20 
0,600 0,97 0,517 0,8 0,465 0,73 

PHV914-
1

0,001 0,00 -0,004 -0,01 0,004 -0,01 
0,026 0,04 0,006 0,01 0,023 0,04 

PHV914-
2

0,005 0,01 -0,014 0,02 0,001 0,00 
0,023 0,04 0,01 0,02 0,018 0,03 

IPHV914-
3

0,323 0,53 0,032 0,05 0,069 0,11 
0,151 0,24 0,109 0,17 0,104 0,16 

PHV914-
4

1,870 3,06 0,410 0,67 1,157 1,92 1,389 2,24 1,502 2,32 1,225 1,93 

PHV914-
5

2,889 4,73 1,013 1,66 2,615 4,33 2,444 3,93 ,2,832 4,38 2,820 4,45 

PHV914-
6

2,941 4,81 1,158 1,90 2,567 4,25 2,365 3,81 2,751 4,25 2,863 4,52 

PHV914-
7

3,227 5,28 2,008 3,29 3,165 5,24 2,728 4,39 3,377 5,22 3,221 5,08 

PHV914-
8

3,327 5,44 3,014 4,94 3,327 5,51 3,285 5,29 3,368 5,21 3,429 5,41 

PHV914-
9

3,282 5,37 3,012 4,94 3,364 5,57 3,327 5,36 3,348 5,17 3,392 5,35 
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TABLA 7: Rendimiento del ensayo: Dirección de seroconversión precoz 

BBI   
NS34a PI. & MEFA 7.1 4 a.t. NS3 & MEFA 7.1 Dato de campo Días de 

antelación 

ID (90 ng) (75 ng) (180 ng) (75 ng) VHC 3.0 Prism of Prism 

 Señal S/CO Señal S/CO S/CO S/CO  

PHV9D4-1 -0,008  -0,01 0,029 0,05    

PHV904-2 -0,007  -0,01 0,022 0,04    

PHV904-3 2,075  3,40 1,485 2,46    

PHV904-4 3,090  5,06 2,930 4,85    

PHV904-5 3,263  5,34 3,374 5,59    

PHV904-6 3,405  5,57 3,459 5,73    

PHV904-7 3,854  6,31 3,857 6,38    

PHV913-1 0,009  0,01 0,004 0,01  0,01 0,08  

PHV913-2 0,124  0,20 0,091 0,15 0,02 0,10 > 2 días 

PHV913-3 0,739  1,21 0,522 0,86  0,43 0,50  

PHV913-4 1,186  1,94 0,724 1,20  0,54 0,59  

PHV914-1 0,001  0,00 0,004 -0,01 0,00 0,06  

PHV914-2 0,005  0,01 0,001 0,00  0,01 0,06  

IPHV914-3 0,323  0,53 0,069 0,11  0,01 0,06  

PHV914-4 1,870  3,06 1,157 1,92 0,04 0,09 > 12 días 

PHV914-5 2,889  4,73 2,615 4,33  0,33 0,47  

PHV914-6 2,941  4,81 2,567 4,25  0,82 0,90  

PHV914-7 3,227  5,28 3,165 5,24  3,10 2,41  

PHV914-8 3,327  5,44 3,327 5,51  4,85 4,06  

PHV914-9 3,282  5,37 3,364 5,57  4,85 4,52  
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TABLA 8: Rendimiento de ensayo: Sensibilidad dilucional del genotipo 

Genotipo Diluc ión 
NS3NS4a PI MEFA 7.1 

MEFA 7.1 + 

NS3NS4a PI 

Ortho 

HCV 3.0 

Monolisa Ver. 2 

Pasteur 

D.O. D.O.  D.O. D.O. D.O. 

1b 1:500 0 2,929 1,396 2,074  0,393 0,218 

 1:100 00 2,506 0,826 1,099  0,159 0,084 

 1:200 00 1,78 0,355 0,403  0,045 0,028 

2 a/c 1:2500   1,952 0,467 1,653 

 1:500 0 1,868 0,717 0,917 0,136  0,782 

 1:100 00 0,863 0,312 0,395  0,049 0,286 

2b 1:250 0 ND ND 1,430 0,295 0,658 

 1:500 0 ND ND 0,551 0,108 0,207 

 1:100 00 ND ND 0,225 0,032 0,061 

3ª 1:250 0   2,580 0,514 0,941 

 1:500 0 2,879 0,964 1,622 0,218  0,353 

 1:100 00 1,676 0,432 0,873  0,067 0,164 

 1:200 00 0,864 0,165 0,398  0,023 0,050 

4ª 1:250 0   23,831 0,632 0,462 

 1:500 0 2,4 0,824 1,752 0,193  0,181 

 1:100 00 1,169 0,265 0,717  0,069 0,0763 

5ª 1:500 0 2,889 1,763 2,744  0,827 0,988 

 1:100 00 2,317 1,036 1,587  0,316 0,395 

 1:200 00 1,315 0,416 0,726  0,097 0,120 

6 1:100  3,406 2,872 3,602  3,594 ND 

 1:100 0 2,978 2,455 3,224 2,863 ND 

 1:100 00 2,841 0,984 1,192  0,380 ND 

 1:200 00 2,262 0,509    

 

De acuerdo con esto se han divulgado proteínas NS3 del VHC modificadas y usos de las mismas en los ensayos de 
detección. A p artir de l o anterior se a preciará que, aunque en el presente documento se han d escrito realizaciones 
de l a inv ención a efectos ilustrativos, se p ueden re alizar varias mo dificaciones si n de sviarse d el alcance de l a 5 
invención.  
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LISTADO DE SECUENCIAS 

 

<110> CHIRON CORPORATION 

<120> MUTANTES DE PROTEÍNAS NO ESTRUCTURALES DEL VHC Y USOS DE LOS MISMOS 

<130> 2300-22731.40 (PP22731.0004) 5 

<150> 60/621.790 <151> 25-10-2004 

<150> 60/621.502 <151> 22-10-2004 

<150> 60/618.390 <151> 12-10-2004 

<150> 60/604.858 <151> 27-08-2004 

<160> 33 10 

<170> PatentIn versión 3.3 

<210> 1 

<211> 2061 

<212> ADN 

<213> Artificial 15 

<220> 

<223> NS34aPI.1165 

<400> 1 
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 33

 

 

<210> 2 
<211> 686 
<212> PRT 5 
<213> Artificial 

<220> 
<223> NS34aPI.1165 

<400> 2 

10 
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 35

 



 36

 

 

<210> 3 
<211> 1899 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 

<220> 
<223> NS3PI.1165 

<400> 3 

10 

 



 37

 



 38

 

<210> 4 
<211> 632 
<212> PRT 
<213> Artificial 5 

<220> 
<223> NS3PI.1165 

<400> 4 

 



 39

 



 40

 



 41

 

<210> 5 
<211> 1941 
<212> ADN 
<213> Artificial 5 

<220> 
<223> d.4a.t.NS3PI.1165 

<400> 5 

 



 42

 



 43

 

<210> 6 
<211> 646 
<212> PRT 
<213> Artificial 5 

<220> 
<223> d.4a.t.NS3PI.1165 

<400> 6 

 



 44

 



 45

 



 46

 

<210> 7 
<211> 546 
<212> ADN 
<213> Artificial 5 

<220> 
<223> dominio de NS3 proteasa no modificado nativo 

<400> 7 

 10 

 



 47

<210> 8 
<211> 182 
<212> PRT 
<213> Artificial 

<220> 5 
<223> dominio de NS3 proteasa no modificado nativo  

<400> 8 

 

<210> 9 
<211> 3297 10 
<212> ADN 
<213> Artificial 

<220> 
<223> MEFA 7.1 

<400> 9 15 
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 49

 

 



 50

 

<210> 10 
<211> 1099 
<212> PRT 
<213> Artificial 5 

 

 



 51

<220> 
<223> MEFA 7.1 

<400> 10 

 



 52

 



 53

 



 54

 



 55

 

 



 56

<210> 11 
<211> 21 
<212> PRT 
<213> Artificial 

<220> 5 
<223> epítopos del VHC 

<400> 11 

 

<210> 12 
<211> 10 10 
<212> ADN 
<213> Artificial 

<220> 
<223> oligonucleótido sintético 

<400> 12 15 

 

<210> 13 
<211> 23 
<212> PRT 
<213> Artificial 20 

<220> 
<223> un péptido NS4a 

<400> 13 

 

<210> 14 25 
<211> 41 
<212> ADN 
<213> Artificial 

<220> 
<223> HBgl-1 30 

<400> 14 

 

<210> 15 
<211> 52 
<212> ADN 35 
<213> Artificial 

<220> 
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<223> Hbgl-2 

<400> 15 

 

<210> 16 
<211> 60 5 
<212> ADN 
<213> Artificial 

<220> 
<223> Hbgl-5 

<400> 16 10 

 

<210> 17 
<211> 42 
<212> ADN 
<213> Artificial 15 

<220> 
<223> Hbgl-6 

<400> 17 

 

<210> 18 20 
<211> 34 
<212> ADN 
<213> Artificial 

<220> 
<223> Cebador para PCR 25 

<400> 18 

 

<210> 19 
<211> 30 
<212> ADN 30 
<213> Artificial 

<220> 
<223> Cebador para PCR 

<400> 19 

 35 

<210> 20 
<211> 57 
<212> ADN 
<213> Artificial 

 40 
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<220> 
<223> HA-1 

<400> 20 

 

<210> 21 5 
<211> 57 
<212> ADN 
<213> Artificial 

<220> 
<223> HA-2 10 

<400> 21 

 

<210> 22 
<211> 84 
<212> ADN 15 
<213> Artificial 

<220> 
<223> PI3p-1 

<400> 22 

 20 

<210> 23 
<211> 73 
<212> ADN 
<213> Artificial 

<220> 25 
<223> PI3p-2 

<400> 23 

 

<210> 24 
<211> 78 30 
<212> ADN 
<213> Artificial 

<220> 
<223> PI3p-3 

 35 
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<210> 25 
<211> 60 
<212> ADN 
<213> Artificial 5 

<220> 
<223> PI3p-4 

<400> 25 

 

<210> 26 10 
<211> 34 
<212> ADN 
<213> Artificial 

<220> 
<223> PI3p-5 15 

<400> 26 

 

<210> 27 
<211> 53 
<212> ADN 20 
<213> Artificial 

<220> 
<223> PI3p-6 

<400> 27 

 25 

<210> 28 
<211> 33 
<212> ADN 
<213> Artificial 

<220> 30 
<223> avsal-1 

<400> 28 

 

<210> 29 
<211> 41 35 
<212> ADN 
<213> Artificial 
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<220> 
<223> aveal-2 

<400> 29 

 

<210> 30 5 
<211> 27 
<212> ADN 
<213> Artificial 

<220> 
<223> HA-5 10 

<400> 30 

 

<210> 31 
<211> 41 
<212> ADN 15 
<213> Artificial 

<220> 
<223> HA-6 

<400> 31 

 20 

<210> 32 
<211> 72 
<212> ADN 
<213> Artificial 

<220> 25 
<223> HA-7 

<400> 32 

 

<210> 33 
<211> 58 30 
<212> ADN 
<213> Artificial 

<220> 
<223> HA-8 

<400> 33 35 
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REIVINDICACIONES 

1. Un polipéptido aislado q ue compr ende la sec uencia de aminoácidos de la SEC ID  Nº 2, 4 ó  6, en el que el  
polipéptido comprende un epítopo conformacional de NS3.  

2. Um soport e sólid o p ara i nmunoensayo que c omprende un polipéptido d e la r eivindicación 1 q ue re acciona 
específicamente con anticuerpos anti-VHC presentes en una muestra biológica de un individuo infectado por VHC.  5 

3. El so porte sólido d e i nmunoensayo de  l a reiv indicación 2, e n e l qu e el so porte s ólido c omprende adem ás u n 
antígeno de fusión de múltiples epítopos unido al soporte, en el que dicho polipéptido y/o dicho antígeno de fusión 
de múltiples epítopos reacciona específicamente con anticuerpos anti-VHC presentes en una muestra biológica de 
un individuo infectado por VHC.  

4. El sop orte sólido d el inmunoensayo d e la re ivindicación 3, en e l q ue d ichol a ntígeno d e fusi ón de m últiples 10 
epítopos c omprende l a sec uencia d e am inoácidos re presentada en l a SEC ID Nº  10 o una s ecuencia de 
aminoácidos con una identidad de secuencia de al menos 80 % que reacciona específicamente con anticuerpos anti-
VHC presentes en una muestra biológica de un individuo infectado por VHC.  

5. Un proce dimiento de detectar infección por el virus de la hep atitis C (VHC) en un a muestra bi ológica, en el qu e 
dicho procedimiento comprende:  15 

(a) pro porcionar u n so porte sóli do par a i nmunoensayo de acuerdo c on c ualquiera de c ualquiera de las 
reivindicaciones 2-4; 
(b) combin ar una mu estra biol ógica con  dicho so porte sólid o en c ondiciones q ue permita n  que l os 
anticuerpos anti-VHC, cuando están presentes en la muestra biológica, se unan a dicho polipéptido y/o dicho 
antígeno de fusión de múltiples epítopos para formar un primer complejo inmunitario; 20 
(c) añadir al soporte sólido de la etapa (b) en condiciones formadoras de complejo dicho anticuerpo marcado 
de forma que se pueda detectar, en el que el anticuerpo marcado reacciona con dicho complejo inmunitario;  
(d) detectar un segundo complejo inmunitario formado ent re el  anticuerpo marcado de forma que se pueda 
detectar y el primer com plejo inmu nitario, si e xiste, com o ind icación de infecci ón p or VHC en l a muestra  
biológica.  25 

6. Un kit d e ensayo para inmunodiagnóstico que comprende el soporte sólido para inmunoensayo de cualquiera de 
las reivindicaciones 2-4  e instrucciones para realizar el ensayo inmunodiagnóstico.  

7. Un polinucleótido que comprende una secuencia codificadora para el polipéptido de la reivindicación 1. 

8. Un vector recombinante que comprende:  

(a) un polinucleótido de acuerdo con la reivindicación 7; 30 
(b) y elem entos control unidos operablemente a dicho polinucleótido de modo que la secuencia codificadora 
se pueda transcribir y traducir en una célula huésped.  

9. Una célula huésped transformada con el vector recombinante de la reivindicación 8. 

10. Un procedimiento para producir un polipéptido recombinante, que comprende:  

(a) proporcionar una población de células huésped de acuerdo con la reivindicación 9; y 35 
(b) cultivar dicha población de células en condiciones mediante las cuales se expresa el polipéptido codificado 
por la secuencia codificadora presente en dicho vector recombinante.  

11. Un procedimiento para producir un soporte sólido para inmunoensayo, que comprende:  

(a) proporcionar un soporte sólido; y 
(b) unir al soporte sólido al menos un polipéptido de acuerdo con la reivindicación 1. 40 

12. El procedimiento de la reivindicación 11, que comprende además unir al soporte sólido en una posición pequeña 
un antígeno de fusión de múltiples epítopos.  
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